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Abstract  
 
Nacre is a biogenic composite material with remarkable properties. It exhibits a high fracture 
toughness and a high resistance to corrosion and fouling. The formation of nacre is a 
process of self-assembling and occurs at standard ambient conditions (temperature and 
pressure).  
These physical and mechanical properties of nacre could be used in areas such as materials 
science or biomaterial development. 
The highly ordered structure of nacre is already known to a large extent. It is composed of 
approximately 98 wt% calcium carbonate crystals and less than 2 wt% organic materials 
(proteins and polysaccharides). Proteins obviously play a key role in structure formation and 
regulation of nacre, they guide and control its growth. Therefore the investigation of nacre 
formation on the molecular scale of protein/mineral interactions is particulary interesting. 
In this thesis, the biomineralizing proteins from nacre of the marine gastropod Haliotis 
laevigata were characterized with different techniques (ion exchange chromatography, high 
performance liquid chromatography, crystallization experiments with nacre proteins, mass 
spectrometry).  
The focus was set on the nacre protein perlucin because this protein was shown to be the 
major component of the total protein fraction. 
Furthermore it became evident that  most of the biomineralizing proteins are tightly bound to 
the chitin matrix. They could be detached from the chitin matrix by treating with a 
denaturating buffer solution or concentrated acidic acid and separated and detected by 
gelelectrophoresis. 
A precipitation assay was used to investigate the influence of soluble matrix proteins on 
CaCO3 precipitation rates. Different concentrations of protein extract were used and 
compared with unspecific proteins. The nacre proteins showed an enormous specific function 
on CaCO3 precipitation. This function on CaCO3 precipitation is also concentration 
dependent. 
Using mass spectrometry an overview of the proteome of the shell of Haliotis laevigata could 
be achieved (without de novo-results).  
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1 Zusammenfassung 
 
Perlmutt ist ein biogenes Verbundmaterial mit besonderen Eigenschaften. Dazu gehören 
eine hohe Bruchfestigkeit und eine breite Resistenz gegen Beeinträchtigungen durch 
Korrosion und Fouling. Außerdem entsteht Perlmutt in einem Selbstorganisationsprozess 
unter Standardbedingungen (Druck, Temperatur). 
Diese Eigenschaften machen die Erforschung von Perlmutt für eine Neu- und 
Weiterentwicklung von Werkstoffen zu einem sehr interessanten Gebiet. Man erhofft sich 
durch das „Lernen von der Natur“ einen energieeffizienten und nachhaltigen Weg zu finden, 
neue Materialien zu entwickeln, die sich aufgrund von molekularen Erkennungsprozessen 
selbst organisieren, um sich damit energieaufwändige Prozesse zu sparen oder diese 
zumindest herabzusetzen. 
Die hoch geordnete Struktur von Perlmutt ist schon recht gut aufgeklärt. Es fehlt dabei 
hauptsächlich noch die Aufklärung auf der molekularen Ebene, besonders im Bereich der 
Protein/Mineral-Wechselwirkungen. Deshalb wird seit einiger Zeit an der Erforschung der 
funktionellen Komponenten gearbeitet. Diese Komponenten sind ein mineralischer Anteil von 
etwa 98% in Form von Calciumcarbonat und eine organische Matrix, die nur ca. 2% vom 
Gesamtvolumen ausmacht und organische Makromoleküle wie Chitin und Proteine enthält. 
Die Proteine nehmen bei der Bildung von Molluskenschalen eine Schlüsselrolle ein; sie 
steuern und kontrollieren das Wachstum von Perlmutt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die biomineralisierenden Proteine aus dem Perlmutt der 
Meeresschnecke Haliotis laevigata mit verschiedenen Techniken 
(Ionenaustauschchromatographie, Hochleistungsflüssigkeitschromatographie, 
Kristallisationsexperimente mit Perlmuttproteinen, Massenspektrometrie) charakterisiert. 
Dabei wurde der Schwerpunkt auf das Protein Perlucin gelegt, das sich immer wieder als 
Hauptkomponente der Gesamt-Proteinfraktion gezeigt hat.  
In weiteren Versuchen wurde deutlich, dass ein großer Anteil der Proteine sehr stark mit der 
Chitinmatrix assoziiert ist, diese konnten abgelöst und durch Gelelektrophorese  getrennt 
werden.  
Durch Präzipitationsexperimente, mit denen die Präzipitationsrate bestimmt wurde, konnten 
Aussagen über den Einfluss der löslichen Proteinfraktion auf die Kristallisation von CaCO3 
gemacht werden. Durch unterschiedliche Perlmutt-proteinkonzentrationen und den Vergleich 
mit unspezifischen Proteinen konnte gezeigt werden, dass die Wirkungsweise der 
Perlmuttproteine nicht nur bestimmten Funktionen zugeordnet werden kann, sondern dass 
diese Funktionen auch konzentrationsabhängig sind. 
 8 
Durch eine massenspektrometrische Analyse konnte ein Überblick über das Proteom der 
Schale der Meeresschnecke Haliotis laevigata geschaffen werden (ohne De-Novo-
Ergebnisse). 
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2 Einleitung 
 
2.1  Biomineralisation 
 
Biomineralisation bezeichnet die Fähigkeit lebender Organismen, die Nukleation und das 
Wachstum von Mineralkristallen zu beeinflussen. Diese Form der biogenen Mineralisation 
kommt bei Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren vor.  
Biomineralien sind immer Verbundmaterialen. Sie bestehen aus anorganischen und 
organischen Bestandteilen mit einzigartigen Morphologien und Material-eigenschaften. Der 
meist wesentlich geringere organische Anteil besteht aus Makromolekülen, von denen 
hochspezialisierte Proteine die Mineralisation und die chemische Zusammensetzung des 
anorganischen Anteils nach einem letztendlich genetisch vorgegebenen Bauplan 
kontrollieren. Dabei entstehen Materialien mit erstaunlichen chemischen und physikalischen 
Eigenschaften. Die Erforschung und das Verständnis von Aufbau und Wachstum solcher 
Verbundmaterialien sind aus materialwissenschaftlicher Sicht von großem Interesse.  
Etwa 50% der bekannten Biomineralien enthalten Calciumionen. Calciumcarbonat (CaCO3) 
ist das Mineral, das am weitesten in biogenen Mineralien verbreitet ist, sowohl in Bezug auf 
die Menge, die produziert wird, als auch in Bezug auf die Verbreitung zwischen den 
verschiedenen Taxa1. 
Perlmutt, die innere irisierende Schicht der Schale vieler Meeresschnecken und Muscheln, 
ist ein besonders interessantes Material aus CaCO3. Durch den Verbund von nur etwa 2% 
organischer Matrix mit etwa 98% Mineralkristallen entsteht ein Material mit herausragenden 
mechanischen und chemischen Eigenschaften, das außerdem unter Standard-
Umgebungsbedingungen (Druck, Temperatur) in einem Selbstorganisationsprozess entsteht. 
Dabei spielen die in der organischen Matrix enthaltenen Proteine eine sehr wichtige Rolle; 
sie kontrollieren und steuern den Wachstumsprozess. 
 
 
 
 
 
                                                 
1
 Lowenstam, H. and S. Weiner (1989). "On Biomineralization." Oxford University Press, New York. 
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2.2  Aufbau der Schale der Meeresschnecke Haliotis laevigata 
 
Die Schnecke Haliotis laevigata gehört zu einer artenreichen Gattung von Meeresschnecken, 
die weltweit vorkommen und in der unteren Gezeitenzone (Sublitoral) leben. Diese 
Schnecken werden auch als Seeohren oder Abalonen bezeichnet. 
 
 
 
Abb. 2.1: Schale der Meeresschnecke Haliotis laevigata. Diese Art hat eine durchschnittliche 
Größe von 15 – 20 cm im Durchmesser. Meeresschnecken der Gattung Haliotis besitzen 
eine flache ovale spiralige Schale, die auf der Innenseite eine ausgeprägte, irisierende 
Perlmuttschicht besitzt (linke Seite). Auf der Schalenoberseite befindet sich eine Schicht aus 
Calcit (rechte Seite). 
 
Die Schale der Abalone hat eine flache ovale spiralige Form, die den Körper des Tieres 
beherbergt. Dieser besitzt einen großen Fußmuskel, mit dem die Tiere auf felsigem 
Untergrund haften.  
Zwischen dem dorsalen Epithel der Schnecken – dem Mantelepithel – und der Innenseite 
der Schneckenschale entsteht ein flüssigkeitsgefüllter Raum, der extrapalliale Raum (lat.: 
Pallium – Mantel). Der extrapalliale Raum, der wegen seiner geringen Dicke (im Bereich von 
etwa 100 µm) aus nicht mehr als einem Flüssigkeitsfilm besteht, ist durch ein Sekretband 
nach außen verschlossen und stellt so ein abgeschlossenes Kompartiment dar. Er enthält 
alle notwendigen Moleküle, wie Proteine und anorganische Ionen, damit in einem 
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Selbstorganisationsprozess Schalenwachstum stattfinden kann2. Die 
Ionenzusammensetzung der extrapallialen Flüssigkeit ist ähnlich der des Seewassers3.  
Der Aufbau der Schneckenschale mit dem extrapallialen Raum und Mantelepithel und der 
Prozess des Schalenwachstums sind in Abb. 2.2 schematisch dargestellt. 
 
 
 
Abb. 2.2: Schematischer Querschnitt durch den distalen Rand von Schale und Mantelepithel 
im Bereich der Schalenwachstumszone (nicht maßstabsgetreu). Abschnitte von Zellen des 
Mantelepithels kontrollieren die Zusammensetzung der Extrapallialflüssigkeit und steuern 
damit die Bildung der verschiedenen Schalenschichten. Zuerst wird in der Furche des 
Mantelepithels das Periostracum gebildet. Darauf bildet sich eine Schicht prismatischen 
Calcits und schließlich bildet sich die Perlmuttschicht. Da die Schale mit dem Körper der 
Schnecke wächst und bestimmte Epithelzellen einen auf Periostracum, Calcit- oder 
Aragonitwachstum ausgelegten Proteinsatz sekretiert (hier: gekennzeichnet durch weiß, 
hellgrün, dunkelgrün), wächst die Schale in einem bestimmten Bereich (Wachstumsfront) 
immer in dieser Reihenfolge [eigene Zeichnung, adaptiert nach4 ]. 
 
                                                 
2
 Marin, F., N. L. Roy, et al. (2012). "The formation and mineralization of mollusc shell." Frontiers in 
Bioscience 4: 1099 - 1125. 
3
 Crenshaw, M. A. (1972). "The Inorganic Composition of Molluscan Extrapallial Fluid." Biological Bulletin 
143(3): 506 - 512. 
4
 Marin, F., G. Luquet, et al. (2007). "Molluscan Shell Proteins: Primery Structure, Origin, and Evolution." 
Current Topics in Developmental Biology 80: 209-276. 
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Das Schalenwachstum wird von drüsig modifizierten Mantelepithelzellen gesteuert, die 
organische Makromoleküle und anorganische Ionen in den extrapallialen Raum sezernieren5. 
Dabei entstehen von außen nach innen mehrere Schalenschichten, deren Lage von den 
Mantelepithelzellen gesteuert wird. Am äußeren Mantelrand bildet das Mantelepithel eine 
Furche („periostracal groove“), deren Zellen das Periostracum sekretieren. Das Periostracum 
ist eine 100-200 nm dicke organische Schicht, auf die die anderen Schichten aufwachsen. 
Danach wird eine Schicht aus CaCO3 in Form von prismatischem Calcit gebildet, das 
Ostracum. Schließlich wächst eine Perlmuttschicht, die CaCO3 in Form von Aragonit enthält 
und Hypostracum heißt. Die beiden mineralischen Schichten enthalten neben dem Mineral 
auch eine organische Matrix, die weniger als 2% ausmacht.  
Die Perlmuttschicht ist bei allen Haliotis-Arten besonders dick ausgeprägt und wegen der 
Form der Schale verhältnismäßig einfach zu präparieren, weshalb sich diese Schalen 
besonders gut für wissenschaftliche Untersuchungen von Perlmutt eignen.  
 
 
2.3  Struktur von Perlmutt 
 
Da Perlmutt ein Material ist, an dem ein großes wissenschaftliches Interesse besteht, das ja 
auch Gegenstand dieser Arbeit ist, wird an dieser Stelle auf den Aufbau und das Wachstum 
der Perlmuttschicht beschrieben. Auf die anderen Schalenschichten soll nicht näher 
eingegangen werden. 
Ausgereiftes Perlmutt von Haliotis laevigata besteht zu ca. 98% aus CaCO3 in Form von 
Aragonit und zu ca. 2% aus organischer Matrix. Der mineralische Anteil von Perlmutt besteht 
aus pseudohexagonalen Aragonitplättchen, die horizontal in konfluenten Schichten und 
vertikal in Stapeln angeordnet sind, wie es in Abb. 2.3 zu erkennen ist. Die Aragonitplättchen 
in den einzelnen Schichten sind seitlich so versetzt, dass ein Aufbau ähnlich wie in einer 
Ziegelsteinmauer entsteht („brick and mortar“-structure); in diesem Bild entsprechen die 
Aragonitplättchen den Ziegeln und die organische Matrix dem Mörtel.  
 
                                                 
5
 Fritz, M., A. M. Belcher, et al. (1994). "Flat pearls from biofabrication of organized composites on inorganic 
substrates." nature 371: 49 - 51. 
  
 
 13 
 
 
Der Aufbau von Perlmutt und die Struktur einzelner Aragonitplättchen sind in Abb 2.4 
schematisch dargestellt. 
Die einzelnen Aragonitplättchen haben eine Höhe von ca. 500 nm und einen Durchmesser 
von ca. 5 – 10 µm und sind von organischem Material umgeben. Zwischen den einzelnen 
Schichten befindet sich eine interlamellare Matrix, die ca. 40 nm dick ist und zwischen den 
einzelnen lateral benachbarten Aragonitplättchen eine wesentlich dünnere intertabulare 
Matrix. Diese organische Matrix besteht hauptsächlich aus Chitin und Proteinen, die mit dem 
Chitin assoziiert sind. Das Chitin liegt in der organischen Matrix in Form des β-Chitins vor6,7. 
Die Chitinschichten werden von einem Netzwerk aus ungerichteten Chitinfilamenten gebildet, 
zwischen denen verschieden großen Poren im Bereich zwischen einigen Nanometern bis zu 
ca. 200 nm Größe entstehen, durch die die Moleküle, die vom Mantelepithelium sekretiert 
werden, diffundieren können8. 
Aragonitplättchen einzelner horizontaler Schichten sind durch Mineralbrücken durch die 
poröse interlamellare Matrix miteinander verbunden9.  
Eine weitere Struktur in den Aragonitplättchen sind Nanoporen. Inzwischen wurde ein 
erhöhter Kohlenstoffanteil in den Nanoporen nachgewiesen, der dafür spricht, dass 
organisches Material in dieser Struktur vorhanden sein könnte10. 
                                                 
6
 Addadi, L., D. Joester, et al. (2006). "Mollusk shell formation: A source of new concepts for understanding 
biomineralization processes." Chemistry. Eur. J. 12(4): 980-987. 
7
 Falini, G., S. Fermani, et al. (2002). "Crystallization of calcium carbonate salts into beta-chitin scaffold." 
Journal of inorganic biochemistry 91(3): 475-480. 
8
 Launspach, M., K. Rückmann, et al. (2012). "Immobilzation and characterisation of the demineralised, fully 
hydrated organic matrix of nacre - An atomic force microscopy study." Micron 
http://dx.doi.org/10.1016/j.micron.201203.014. 
9
 Schaeffer, T. E., C. Ionescu-Zanetti, et al. (1997). "Does abalone nacre form by heteroepitaxial nucleation or by 
growth through mineral bridges?" Chem. Mater 9(8): 1731-1740. 
10
 Gries, K. (2011). "Untersuchungen der Bildungsprozesse und der Struktur des Perlmutts von Abalonen." PhD 
thesis, University of Bremen. 
Abb. 2.3: SEM-Aufnahme einer vertikalen 
Perlmuttbruchkante. Zu erkennen sind die 
Aragonitplättchen, die horizontal in konfluenten 
Schichten und vertikal in Stapeln angeordnet 
sind. Die einzelnen Plättchen besitzen eine 
Höhe von ca. 0,5 µm und einen Durchmesser 
von 5 – 10 µm. 
Die SEM-Aufnahme wurde von Katharina 
Gries, Institut für Biophysik, Universität Bremen 
angefertigt. 
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Abb. 2.4: Schematischer Aufbau von Perlmutt und einzelner Plättchen. Die organischen 
Bestandteile des Perlmutts sind in blau dargestellt. ILM: interlamellare Matrix, ITM: 
intertabulare Matrix, MB: Mineralbrücke, NP: Nanopore [ aus11 ].  
 
 
2.4  Wachstum von Perlmutt 
 
Die Fähigkeit, Perlmutt zu bilden, bleibt der Schnecke ein Leben lang erhalten. 
Hauptsächlich findet Perlmuttwachstum in den Wachstumsperioden am äußeren Rand der 
Schaleninnenseite statt. Perlmutt wird aber auch gebildet, um Defekte in der Schale, die z.B. 
durch einen Riss oder durch Wurmgänge entstehen können, auszugleichen12. Auch 
Fremdkörper, die in den Extrapallialraum eindringen, induzieren als Abwehrreaktion eine 
Perlbildung, bei der alle Schalenschichten in natürlicher Reihenfolge um den Fremdkörper 
herum aufwachsen. Diese Tatsache kann genutzt werden, um so genannte „flat pearls“ 
herzustellen. Dazu wird ein abiotisches Substrat zwischen die Schale und das Mantelepithel 
eingeführt, was von der Schnecke als Fremdkörper wahrgenommen wird. Als Reaktion 
darauf wachsen alle Schalenschichten neu und in natürlicher Reihenfolge auf das Substrat 
auf und dieses kann der Schnecke wieder entnommen werden13. „Flat pearls“ machen es 
möglich, die Wachstumsfront von frisch gewachsenem Perlmutt zu untersuchen.  
                                                 
11
 Gries, K. (2011). "Untersuchungen der Bildungsprozesse und der Struktur des Perlmutts von Abalonen." PhD 
thesis, University of Bremen. 
12
 Fleury, C., F. Marin, et al. (2008). "Shell repair process in the green ormer Haliotis tuberculata: A histological 
and microstructural study." Tissue and cell 40(3): 207-218. 
13
 Fritz, M., A. M. Belcher, et al. (1994). "Flat pearls from biofabrication of organized composites on inorganic 
substrates." nature 371: 49 - 51. 
  
 15 
Eine solche Wachstumsfront ist in Abb. 2.4 (a) zu sehen. Zu erkennen sind 
pyramidenförmige Plättchenstapel, die „stacks of coins“ genannt werden. Zwischen den 
einzelnen „stacks of coins“ ist organische Matrix zu sehen. 
 
 
 
Abb. 2.5: a) SEM-Aufnahme von der Wachstumsfront einer „flat pearl“ in Aufsicht. Bevor die 
einzelnen Aragonitplättchen lateral zusammenwachsen, bilden sich bereits darüber liegende 
Aragonitplättchen aus. So entstehen pyramidenförmige Plättchenstapel, die sogenannten 
„stacks of coins“. Die SEM-Aufnahme wurde von Katharina Gries, Institut für Biophysik, 
Universität Bremen, angefertigt. b) Schematische Darstellung der Wachstumsfront von 
Perlmutt, dargestellt im Querschnitt. Die organische Matrix besteht aus der interlamellaren 
Matrix zwischen den einzelnen Aragonitplättchenschichten und aus der intertabularen Matrix, 
die sich zwischen lateral zusammenliegenden Aragonitplättchen befindet. 
 
Die kleinen mineralischen Kristalle (Aragonitplättchen), die zu Schichten fusionieren, 
wachsen zwischen die Schichten der interlamellaren Matrix hinein. Die einzelnen 
Aragonitplättchen wachsen in die kristallographische c-Richtung, bis sie eine Höhe von 
ca. 500 nm erreicht haben. Lateral (in die kristallographische a- und b-Richtung) reiten sie 
sich aus, bis sie mit benachbarten Plättchen zusammenwachsen und nur noch durch die 
intertabulare Matrix voneinander getrennt werden; der durch die organische Matrix gebildete 
Spalt ist dann nur noch wenige Nanometer breit. Noch bevor die Aragonitplättchen einer 
Schicht ihren vollständigen Durchmesser erreicht haben, bilden sich auf den einzelnen 
Plättchen schon die ersten Keime für die darüber liegende Schicht, so dass die 
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pyramidenförmige Struktur der „stacks of coins“ entsteht. Die Aragonitplättchen 
übereinanderliegender Schichten bleiben über Mineralbrücken, die einen Durchmesser von 
etwa 30 nm haben, miteinander verbunden14. 
 
 
2.5  Ziel dieser Arbeit 
 
In dieser Arbeit sollen die biomineralisierenden Proteine aus dem Proteom der 
Meeresschnecke Haliotis laevigata charakterisiert werden. Dafür werden die 
Proteinfraktionen der löslichen und der unlöslichen organischen Matrix der Schneckenschale 
untersucht. Als lösliche Proteine werden hier die bei der Demineralisation des 
Schalenmaterials in Essigsäure in Lösung gehenden Proteine bezeichnet, als unlösliche 
Proteinfraktion diejenigen Proteine, die bei dieser Präparation mit der unlöslichen 
organischen Matrix aus Chitin verbunden bleiben. 
Es werden verschiedene Techniken angewendet, um Erkenntnisse bezüglich der Funktion 
der biomineralisierenden Proteine im Polymer/Mineral-Verbundmaterial zu gewinnen. Zu 
diesen Techniken gehören Ionenaustauschchromatographie, 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie, Kristallisationsexperimente mit Additiven und 
Massenspektrometrie. Durch eine Analyse des Proteoms der Schale soll ein Überblick über 
die Gesamtheit der biomineralisierenden Proteine geschaffen werden. 
 
 
                                                 
14
 Gries, K., R. Kröger, et al. (2009). "Correlation of the orientation of stacked aragonite platelets in nacre and 
their connection via mineral bridges." Ultramicroscopy 109(3): 230-236. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1   Schalenpräparation 
 
Das Ausgangsmaterial für alle Arbeiten waren Schalen der Meeresschnecke Haliotis 
laevigata,  die eine durchschnittliche Größe von ca. 15 – 20 cm im Durchmesser haben. Die 
Schalen wurden aus Australien (Abalone Exports PTY. LTD., Laverton North, Victoria, 
Australien) per Luftfracht bezogen und nach ihrer Ankunft am Institut bei 4°C gelagert. 
 
 
3.1.1   Calcitpräparation 
 
3.1.1.1  Behandlung der Schale 
 
Die Präparation von reinem Calcit war für die Untersuchung des Proteoms von Haliotis 
laevigata notwendig. 
Es wurden dafür Schneckenschalen mit einer möglichst sauberen Außenseite ausgewählt. 
Mit Werkzeugen wie Drahtbürste, Feile oder Skalpell wurde der Bewuchs auf der Schale, 
z.B. Algen und Kalkgänge, gründlich entfernt. 
Die Schalen wurden dann mit deionisiertem Wasser gereinigt. Im Anschluss daran wurde bei 
zwei von drei Calcitpräparationen außerdem noch eine Desinfektion der Schale in einer 4% 
NaOCl-Lösung (NaOCl, Roth, Karlsruhe, Deutschland) durchgeführt, nach der wiederum mit 
deionisiertem Wasser gespült wurde, bis kein Chlorgeruch mehr wahrgenommen werden 
konnte. 
Mit einer Rundfeile wurde die Calcitschicht dann von der getrockneten Schale manuell 
„abgeraspelt“. Das sehr feinpulverige Calcit wurde auf einer sauberen Alufolie aufgefangen 
und von da in ein Becherglas überführt. Auf diese Weise wurden zwischen 5 und 10 g reines 
Calcit-Schalenmaterial gewonnen. 
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3.1.1.2  Demineralisation in Essigsäure 
 
Ein Dialyseschlauch (MWCO 3500 Da, Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, Ca, 
USA) wurde in deionisiertem Wasser für 15 Min. ausgekocht und danach gründlich gespült, 
um eventuell vorhandene Schwermetallverunreinigungen und Proteasen zu entfernen. 
Das Calcitpulver wurde mit ca. 15 ml 6% Essigsäure gemischt und in den so behandelten 
Dialyseschlauch gegeben. Dieser wurde mit Dialyseklammern verschlossen und unter 
ständigem Rühren gegen 3 l 12% Essigsäure bei 4°C dialysiert, um das Calcit-
Schalenmaterial zu demineralisieren. Die Demineralisierung  
wurde über einen Zeitraum von ca. zwei Wochen durchgeführt. In dieser Zeit wurde die 
Dialyselösung drei- bis viermal gewechselt. 
Nach dem Demineralisationsprozess befindet sich in dem Dialyseschlauch sowohl die 
organische essigsäurelösliche Calcitmatrix als auch die in essigsäureunlösliche Calcitmatrix 
mit den dazugehörigen Proteinen. 
 
 
3.1.2   Aragonitpräparation 
 
3.1.2.1  Behandlung der Schale 
 
Schalen von Haliotis laevigata wurden zunächst mit einer Drahtbürste grob gesäubert. Dann 
wurde die Calcitschicht durch Schlammstrahlen (Strahlmittel Al2O3, Ø 0,12 – 0,25mm; 
Schlammstrahler WA70, Sigg, Jestetten, Deutschland) vollständig entfernt, so dass die 
Schale nur noch aus dem Perlmuttanteil bestand. Diese übrig gebliebene Perlmuttschicht der 
Schneckenschale wurde mit deionisiertem Wasser gespült. 
Anschließend wurde das Perlmutt in einer 4% NaOCl-Lösung desinfiziert. 
 
Für die Untersuchung des Proteoms von Haliotis laevigata wurde die Prozedur an dieser 
Stelle variiert: 
1. Präparation: NaOCl-Behandlung für 2 Min. mit 4% NaOCl 
2. Präparation: NaOCl-Behandlung für 2 h mit 4% NaOCl 
3. Präparation: NaOCl-Behandlung für 2 h mit 4% NaOCl, 5 Min. Ultraschall zu             
Beginn jeder Stunde 
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Nach der Behandlung mit NaOCl wurde das Perlmutt so lange mit deionisiertem Wasser 
gespült, bis kein Chlorgeruch mehr wahrnehmbar war. Dafür wurde es mindestens zehnmal 
in einem 5 l-Becherglas mit deionisiertem Wasser gewaschen und konnte anschließend bei 
4 °C getrocknet werden. 
Das getrocknete Perlmutt wurde, in sauberen Zellulosetüchern eingewickelt, mit einem 
Hammer in Stücke zerschlagen, die nicht größer als 2 – 3 cm im Durchmesser waren und 
dann mit einem Backenbrecher weiter zerkleinert, so dass ein grobes Pulver entstand, 
dessen Stücke nicht größer als ca. 0,5 cm waren. 
 
 
3.1.2.2  Demineralisation in Essigsäure 
 
Für eine Proteinextraktion aus Perlmutt wurden jeweils ca. 45 g Schalenpulver verwendet. 
Dieses wurde in einen ca. 70 cm langen Dialyseschlauch gefüllt, der wie in Abschnitt 3.1.1.2 
vorbehandelt war. Durch Zugabe von ca. 65 ml 3% bzw. 6% Essigsäure wurde die 
Demineralisation gestartet. Der Dialyseschlauch wurde mit Dialyseklammern verschlossen 
und das Perlmutt wurde in einem Becherglas unter ständigem Rühren bei 4°C gegen 4,5 l 
6% bzw. 12% Essigsäure demineralisiert. Wegen des bei der Demineralisation entstehenden 
CO2 war es in den ersten Tagen notwendig, den Dialyseschlauch regelmäßig zu entlüften. 
Die Proteinextraktion wurde über einen Zeitraum von 2 – 3 Wochen durchgeführt, in dieser 
Zeit wurde die Essigsäure ca. alle vier Tage gewechselt. Danach war das Perlmutt 
vollständig demineralisiert und in dem Dialyseschlauch befand sich die essigsäurelösliche 
organische Matrix, die aus den löslichen Proteinen besteht und die essigsäureunlösliche 
organische Matrix, die aus Chitin und mit diesem assoziierten Proteinen besteht (Abb.3.1). 
 
 
3.2   Proteinpräparation 
 
Nach der in Abschnitt 3.1.1.2 beschriebenen Demineralisation befindet sich im 
Dialyseschlauch die gesamte organische Matrix des Perlmutts. Diese besteht sowohl aus 
den essigsäurelöslichen Perlmuttproteinen als auch aus den mit dem Chitin assoziierten, 
essigsäureunlöslichen Perlmuttproteinen. 
Dieser Dialyseschlauchinhalt stellte das Ausgangsmaterial für die Präparation der 
essigsäurelöslichen und essigsäureunlöslichen Proteinfraktionen dar. 
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Abb. 3.1 : Schematische Darstellung des demineralisierten Schalenmaterials im 
Dialyseschlauch. Die Lösung im Dialyseschlauch stellt die lösliche organische Matrix dar. 
Diese enthält die lösliche Proteinfraktion. Die unlösliche organische Matrix ist mit Proteinen 
assoziiert. Diese bilden die unlösliche Proteinfraktion. 
 
 
3.2.1.  Präparation der Proteinfraktion der löslichen organischen Matrix 
 
Der Inhalt aus dem Dialyseschlauch (3.1.1.2) wurde zuerst in lösliche organische 
Matrix und unlösliche organische Matrix aufgetrennt. Das geschah durch Filtration durch 
einen 0,45 µm Membranfilter (Durapore Membranfilter HV, Millipore). Das Filtrat enthält die 
essigsäurelöslichen Proteine und wird im Folgenden auch als „Rohextrakt“ bezeichnet. Der 
Rückstand, bestehend aus der unlöslichen Matrix, wurde verworfen. 
Das Volumen eines Rohextrakts aus ca. 45 g Perlmuttpulver beträgt ca. 450 ml. 
Um die Proteine in dem Rohextrakt in eine Umgebung zu bringen, die mehr der 
physiologischen entspricht als Essigsäure, fand eine Dialyse bei 4 °C gegen einen 20 mM 
Na-Citratpufferlösung mit pH 4,8 statt. Dafür wurde der Rohextrakt in einen neuen, wie in 
Abschnitt 3.1.1.2 behandelten, Dialyseschlauch gefüllt, mit Dialyseklammern verschlossen 
und in 4,5 l Dialysepufferlösung gegeben, der ständig gerührt wurde. Der 
Dialysepufferlösung wurde drei Mal gewechselt. Allen Pufferlösungen wurden 0,02% 
Natriumazid zugesetzt, um das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern. 
Nach der Dialyse gegen 20 mM Na-Citratpufferlösung wurde der Rohextrakt durch einen 
0,22 µm-Membranfilter (Durapore Membranfilter GV, Millipore, Deutschland), sterilfiltriert und 
konnte dann bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. 
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3.2.2   CaCO3-Präzipitations-Assay mit der löslichen Proteinfraktion 
 
Präzipitationsexperimente wurden nach einer 1981 publizierten Methode15 modifiziert und 
zusammen mit Fabian Heinemann durchgeführt16 
Mit diesem Assay wurde der Einfluss der löslichen Proteine auf die Präzipitationsrate einer 
übersättigten CaCO3-Lösung untersucht. Die Präzipitaionsraten wurden untersucht, indem 
während der einzelnen Experimente der pH-Wert gemessen wurde. Die Präzipitation von 
CaCO3 in einer übersättigten CaCO3-Lösung führt zu einem Abfall des pH-Wertes, was durch 
folgende Nettoreaktionsgleichung dargestellt werden kann: 
 
HCO3
-  +  Ca2+    CaCO3  ()  + H
+ 
 
Der Einfluss von Proteinen auf die Präzipitationsrate konnte so über die Messung des pH-
Wertes untersucht werden. 
 
Es wurden 20 mM NaHCO3  (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 20 mM CaCl2 (CaCl Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) mit deionisiertem Wasser angesetzt. Alle Präzipitationsexperimente 
wurden bei Raumtemperatur durchgeführt (18 – 24 °C). Für ein Präzipitationsexperiment 
wurde als erstes 60 ml der NaHCO3 – Lösung in ein 250 ml Becherglas (Schott, Mainz, 
Deutschland) gefüllt, dessen Inhalt während des gesamten Experiments mit konstanter 
Geschwindigkeit gerührt wurde. Dann wurden 0,5 ml einer 0,05 M NaOH-Lösung 
dazugegeben, um den pH-Wert zu erhöhen und den Beginn des Experiments reproduzierbar 
zu gestalten. Um die CaCO3 -Präzipitation zu starten, wurden 60 ml der CaCl2 -Lösung 
schnell dazugegossen. Um den Austausch von CO2  mit der Umgebung zu reduzieren, wurde 
das Becherglas mit Alufolie abgedeckt. Der pH-Wert wurde über einen Zeitraum von 3600 s 
in 5 s – Intervallen mit einem pH-Meter (PP-20, Satorius, Göttingen, Germany), das mit einer 
pH-Glaselektrode mit einer Einstabmesskette (WTW SenTix Mic, Weilheim, Germany) 
verbunden war, gemessen. 
Die einzelnen Experimente sind mit Proteinen in verschiedenen Konzentrationen 
durchgeführt worden, und zwar mit Lysozym (L6876, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), BSA 
                                                 
15
 Wheeler, A. P., George, J.W. et al. (1981). "Control of Calcium Carbonate Nucleation and Crystal Growth by 
Soluble Matrx of Oyster Shell." Science (New York, NY) 212(4501): 1397. 
16
 Heinemann, F., Gummich. M., et al. (2010). "Modifications of CaCO3 precipitation rates by water-soluble 
nacre proteins." Material Science and Engineering: C 31(2): 99-105. 
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(A9418, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) oder mit löslichen Perlmuttproteinen (siehe 
3.2.1.1), die jeweils zu der CaCl2 -Lösung gegeben wurden. 
Nach jedem Experiment wurde die pH-Elektrode 5 Min. lang in 1 M HCl von Präzipitaten und 
Proteinrückständen gereinigt. Zwischen den Experimenten wurde die saubere Elektrode in 
3 M KCl gelagert. 
 
 
3.2.3  Präparation der Proteinfraktion der unlöslichen organischen Matrix 
 
Die unlösliche organische Matrix, die in dieser Arbeit für die Untersuchung der unlöslichen 
Proteine verwendet wurde, besteht aus den Chitinstückchen – mit den damit assoziierten 
Proteinen – , die bei der Demineralisation, wie sie in Abschnitt 3.1.2.2 beschrieben wurde, 
entstanden sind. Diese werden im Folgenden auch „Chitinflakes“ genannt. 
Die Fraktion der an die Chitinflakes gebundenen, unlöslichen Proteine konnte mit einer 
denaturierenden Pufferlösung nach dem Rezept von Laemmli (2fach konzentriert)17 abgelöst 
und durch Natriumdodecylsullfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; siehe 
Abschnitt 3.3.2) sichtbar gemacht werden: 
Ca. 150 µg Chitinflakes wurden mit  50 µl Laemmli-Pufferlösung gemischt und für 3,5 Min. 
auf 95 °C im Wasserbad erhitzt. 
Danach wurden die Proben für 20 Min. bei 15000 rpm zentrifugiert (Heraeus Biofuge primo 
R, Mikroliterrotor 24x2ml #7593). 20 µl des Überstandes wurden abgenommen und für die 
SDS – PAGE verwendet. 
Um die Chitinflakes vollständig zu deproteinieren, wurde eine denaturierende Pufferlösung 
nach dem Rezept von Laemmli (2fach konzentriert) hergestellt, der kein Bromphenolblau 
(BPB) enthielt: 
 
Pufferlösung nach Laemmli ohne BPB (2x): 
 
 130 mM Tris/HCl    pH 6,8 
 6,6% SDS 
 20% Glycerol 
 10% DTT 
                                                 
17
 Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4." Nature 227: 680-685. 
  
 
 23 
 
300 µg Chitinflakes wurden in 1 ml Pufferlösung suspendiert und 10 Min. auf 95°C im 
Wasserbad erhitzt. Danach wurde 20 Min. bei 15000 rpm zentrifugiert und der Überstand 
abgenommen. Das aus den Chitinflakes bestehende Pellet wurde ca. 6 Mal mit 10 mM Na-
Citratpufferlösung gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten mit Na-
Citratpufferlösung wurde jedes Mal 20 Min. bei 15000 rpm zentrifugiert, um den Überstand 
abnehmen zu können. Schließlich wurde den  Proben  jeweils 100 µl der 2x Laemmli-
Pufferlösung zugegeben, danach wurden sie über einen Zeitraum von 3,5 Min. bei 95°C im 
Wasserbad erhitzt, abgekühlt und wieder zentrifugiert. 
20 µl vom Überstand wurde abgenommen und für die SDS-PAGE verwendet, um die 
Deproteinierung der Chitinflakes zu überprüfen. 
 
 
3.2.4  Bestimmung der Masse und Dichte der unlöslichen organischen Matrix 
 
Das Perlmutt einer Schale von Haliotis laevigata wurde, wie in Abschnitt 3.1.2.1 beschrieben, 
präpariert. Mit einem Hammer wurde der Perlmuttanteil dann in größere Stücke geteilt. Um 
den Anteil der unlöslichen organischen Matrix im Perlmutt zu ermitteln, wurden zuerst einige 
flache Perlmuttstücke ausgesucht, aus denen elf kreisrunde Stücke mit einem Durchmesser 
von ca. 12 mm gefräst wurden. Bruchstücke am Rand des Kreises wurden beseitigt und die 
Ränder mit einer Feile begradigt. Dann wurde der Durchmesser der einzelnen Stücke mit 
einem Messschieber (Mitutoyo, Absolute Digimatic CD-S15CIX) ermittelt, indem jeweils an 
zwei verschiedenen Stellen gemessen wurde. Die Masse der einzelnen kreisrunden 
Perlmuttstücke wurde ausgewogen (Sartorius, BP 210D). Anschließend wurde das 
Verdrängungsgewicht der einzelnen Stücke in Wasser bestimmt. Dafür wurde ein Nähfaden 
um die Perlmuttstücke gebunden, an dem diese dann in ein auf der Waage stehendes 
Becherglas mit deionisiertem Wasser gehängt werden konnten. Über den so gemessenen 
Wert des Verdrängungsgewichtes und die Dichte von Wasser, die mit ρ = 0,998203 g/m3 
(Literaturwert) angenommen wurde, konnte das Volumen der Stücke bestimmt werden. Die 
Bestimmung des Volumens der mineralisierten organischen Perlmuttmatrix wurde 
durchgeführt, um eine Abschätzung der Dichte der organischen Matrix vorzunehmen18 
                                                 
18
 Launspach, M., K. Rückmann, et al. (2012). "Immobilzation and characterisation of the demineralised, fully 
hydrated organic matrix of nacre-An atomic force microscopy study." Micron 
http://dx.doi.org/10.1016/j.micron.201203.014. 
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Für die Bestimmung der Masse der organischen Perlmuttmatrix wurden die elf kreisrunden 
Stücke in 6% Essigsäure demineralisiert. Dazu wurden die Stücke in einzelne Schläuche 
(MWCO 6-8000 Da, Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, Ca, USA), die zuvor 
10 Min. in deionisiertem Wasser gekocht und dann gründlich gespült worden waren, 
gegeben und diese dann in ein 5 l Becherglas mit 6% Essigsäure gehängt. Die 
Demineralisation wurde über einen Zeitraum von elf Tagen durchgeführt; in dieser Zeit wurde 
die Essigsäure einmal gewechselt. Die vollständig demineralisierte Matrix wurde 24 h gegen 
deionisiertes Wasser dialysiert und danach auf einzelne Objektträger aus Glas gelegt, deren 
Gewicht vorher bestimmt worden war. Die organische Matrix wurde 96 h bei 70° C im 
Trockenschrank getrocknet und  alle 24 h gewogen. Eine abschließende Trocknung fand für 
4,5 h bei 100° C statt, danach wurde das Gewicht der organischen Matrix ein letztes Mal 
bestimmt. Das ermittelte Trockengewicht blieb nach 48 h konstant. 
 
 
3.2.5   Präparation der organischen Matrices für die Proteomanalyse 
 
Nach der Demineralisation des Calcit- bzw. Aragonitschalenmaterials in 12% Essigsäure 
wurden die organischen Matrices gegen 3% Essigsäure dialysiert. 
Anschließend mussten die präparierten organischen Matrices lyophilisiert werden, um für die 
Proteomanalyse verschickt werden zu können. Die Proteomanalyse wurde von Dr. Karlheinz 
Mann am MPI für Biochemie in Martinsried (Abteilung Proteomics und Signaltransduktion) 
durchgeführt. 
Durch Lyophilisation oder Gefriertrocknung werden Proben in gefrorenem Zustand im 
Vakuum getrocknet. Unter diesen Bedingungen findet Sublimation statt, d.h. in den Proben 
enthaltenes Wasser geht direkt vom festen in den gasförmigen Zustand über, unter 
Umgehung des flüssigen Aggregatzustandes. Um Proben einzufrieren, wird häufig 
Flüssigstickstoff verwendet, weil dabei der Gefriervorgang so schnell stattfindet, dass sich 
nur sehr kleine Eiskristalle bilden können. 
Lyophilisation ist eine besonders schonende Methode, Proben zu trocknen. Außerdem 
werden dabei die quantitativen Verhältnisse, die die einzelnen Proteine zueinander bei der 
Probennahme aufweisen, nicht verändert. 
 
Es wurden mehrere Präparationen für die Proteomanalyse vorbereitet.  
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In einem Fall wurden die essigsäurelösliche Matrix und die essigsäureunlösliche Matrix 
gemeinsam lyophilisiert. Die Matrices wurden dazu in einen genügend großen Rundkolben 
gegeben und für die Lyophilisation in flüssigem Stickstoff eingefroren. Ein 
Rotationsverdampfer wurde genutzt, um die Proben dabei in einer rotierenden Bewegung 
einzufrieren. So wird unter Ausnutzung der Zentrifugalkraft eine gleichmäßige und möglichst 
dünne Eisschicht mit einer möglichst großen Oberfläche geschaffen. 
In den anderen Fällen wurden lösliche und unlösliche Matrix vor der Lyophilisation durch 
Ultrazentrifugation voneinander getrennt. Die Proben wurden in 70 ml Zentrifugenbechern 
aus Polycarbonat (Beckmann Instruments, Inc, USA) für 1 h bei 146944 g zentrifugiert 
(Beckmann Zentrifuge; Rotor Ti 54, Beckmann Instruments, Inc, USA). Anschließend befand 
sich im Überstand die essigsäurelösliche organische Matrix, das Pellet enthielt die 
essigsäureunlösliche Matrix.  
Die Überstände wurden in genügend große Rundkolben gegeben und, wie oben 
beschrieben, rotierend in Flüssigstickstoff eingefroren. 
Die Pellets wurden mit 3% Essigsäure aus den Zentrifugenbechern gelöst und in 
Falcontubes gegeben. Anschließend wurden sie in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die 
Röhrchen wurden dabei schräg gehalten, um die Oberfläche so groß wie möglich zu 
gestalten. 
Die Proben wurden nur teilweise selbst lyophilisiert, und zwar mit einer 
Gefriertrocknungskammer (Christ alpha 1-2, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, 
Deutschland), die mit einer Drehschieber-Vakuumpumpe (Pfeiffer Balzers Duo 004B, Pfeiffer 
Vakuum GmbH, Deutschland) betrieben wurde. Die nicht selbst lyophilisierten Proben 
wurden auf Trockeneis ans MPI für Biochemie in Martinsried, Abteilung Proteomics und 
Signaltransduktion, geschickt und dort weiter bearbeitet. 
 
 
3.3 Proteinbiochemische/ analytische  Methoden 
 
3.3.1  Ionenaustauschchromatographie 
 
Die Ionenaustauschchromatographie ist eine häufig angewendete Methode zur 
Proteinaufreinigung. Die Methode beruht auf der reversiblen Adsorption geladener Moleküle, 
die sich in einer Lösung befinden, an eine stationären Phase mit entgegengesetzt geladenen 
Gruppen. 
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Proteine tragen aufgrund der sauren oder basischen Seitengruppen einzelner Aminosäuren 
negative oder positive Ladungen. Die Nettoladung von Proteinen ist vom pH-Wert der 
Umgebungslösung abhängig. Im sauren pH-Bereich sind die Aminogruppen, hauptsächlich 
von Lysin, Arginin und Histidin, protoniert und ein Protein tritt als Kation auf, während im 
basischen Bereich die negativen Seitenketten von Asparaginsäure und Glutaminsäure 
überwiegen, so dass ein Protein ein anionisches Verhalten zeigt. Damit ist der 
Gesamtladungszustand von Proteinen auch von dem pH-Wert ihrer Umgebung abhängig. 
Der pH-Wert, an dem sich die positiven und negativen Ladungen kompensieren, die 
Nettoladung eines Proteins also gleich Null ist, ist als isoelektrischer Punkt pI definiert. Je 
mehr der pH-Wert der Umgebung vom pI eines Proteins abweicht, um so stärker ist das 
Protein geladen. 
Die Ionenaustauschchromatographie nutzt aus, dass die Beziehung zwischen der 
Oberflächenladung eines Proteins und dem pH-Wert der Umgebung für jedes Protein 
spezifisch ist und die Wechselwirkung mit dem Ionenaustauschmedium bestimmt. Das 
Ionenaustauschmedium besteht aus einer Matrix aus kugelförmigen Partikeln, die in die 
Chromatographiesäule gepackt werden und funktionelle Gruppen tragen, die positiv oder 
negativ geladen sind. Zusätzlich unterscheidet man zwischen starken Ionenaustauschern, 
die über einen weiten pH-Bereich ihren Ladungszustand beibehalten, und schwachen 
Ionenaustauschen, die in einem engeren pH-Bereich eingesetzt werden. Eine Übersicht über 
die funktionellen Gruppen für die Ionenaustauschchromatographie ist in Abb. 3.2 aufgeführt. 
In einem pH-Bereich oberhalb seines isolelektrischen Punkts bindet ein Protein an positiv 
geladene Matrix oder Anionenaustauscher, in einem pH-Bereich unterhalb des 
isolelektrischen Punkts an negativ geladene Matrix oder Kationenaustauscher. Dabei ist die 
Wechselwirkung mit dem Ionenaustauschermedium umso stärker, je stärker ein Protein 
geladen ist. 
Der pH–Wert der Pufferlösung ist also ein wichtiger Parameter bei der 
Ionenaustauschchromatographie. Die Konzentration der Chromatographie-pufferlösung liegt 
gewöhnlich in einem Bereich von 10 – 20 mM. 
Nach der Bindung an die entsprechend geladene Säulenmatrix gibt es zwei Möglichkeiten 
zur Elution der Proteine. Entweder kann die Ionenstärke oder der pH-Wert der mobilen 
Phase geändert werden. In der Regel erfolgt die Elution durch den Einsatz eines 
Salzgradienten mit Natriumchlorid (0–1 M), der sowohl beim Kationen- als auch beim 
Anionenaustausch die besten Trennungen ergibt.  Mit steigender Ionenstärke konkurrieren 
die Na+ oder Cl--Ionen mit den gebundenen Probenmolekülen. Die Proteine, die bei dem 
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gewählten pH die niedrigste Nettoladung aufweisen, eluieren als erste. Stärker geladene 
Proteine werden stärker zurückgehalten und eluieren erst bei höherer Ionenstärke. 
 
 
 
Abb. 3.2: Für die Ionenaustauschchromatographie stehen Anionen- und 
Kationenaustauscher zur Verfügung. Starke Anionenaustauscher sind die quarternären 
Ammoniumverbindungen Trimethylaminoethyl (Q) und Hydroxypropyldiethylaminoethyl 
(QAE). Einen schwachen Anionenaustauscher stellt die Diethylaminoethylgruppe (DEAE) 
dar. Bei den Kationenaustauschern gibt es mit der Carbomethylgruppe (CM) eine schwache 
und mit der Sulfomethyl- (S-) und der Sulfopropyl- (SP-)Gruppe zwei starke 
Austauscherfunktionen. 
 
 
Für die Ionenaustauschchromatographie kam eine FPLC (fast protein liquid 
chromatography)-Apparatur zum Einsatz ( GradiFrac-FPLC-System, Amersham Pharmacia 
Biotech, Deutschland), die mit einer P-50 Pumpe, einem Mixer, einem UV-Detektor, einem 
Recorder sowie einem Fraktionssammler ausgestattet war. Alle Chromatopgraphieschritte 
wurden bei 4 °C im Kühlraum durchgeführt. Es wurde eine schwache 
Kationenaustauschersäule mit einer Carboxymethylverbindung und 5 ml Säulenvolumen 
verwendet (CM Sepharose Fast Flow column, Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland). 
Das System wurde mit 20 mM Na-Citratpufferlösung mit einem pH von 4,8 äquilibriert. 
Grundsätzlich wurde allen Lösungen 0,02% NaN3 zugesetzt, um das Wachstum von 
Mikroorganismen zu hemmen. Alle Pufferlösung- und Proteinlösungen wurden 0,22 µm 
filtriert (Durapore Membranfilter GV, Millipore, Deutschland) und ca. 45 Min. lang entgast 
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(Nalgene Vakuumkammer, Nalge Company, Rochester, NY, USA), um Verunreinigungen 
und die Bildung von Luftblasen im System und vor allem auf der Säule zu vermeiden. 
Zur Elution wurde ein linearer NaCl-Gradient von 0 – 1 M  oder von 0 – 0,5  M eingesetzt. 
Die Absorption wurde bei 280 nm detektiert. Bei einer Flussrate von 5 ml/Min. wurden 40 
Fraktionen mit einem Volumen von 1,5 ml in 1,5 ml – Eppendorfgefäßen (Eppendorf AG, 
Deutschland) gesammelt. 
Um die Reinheit von Proteinen nach der Ionenaustauschchromatographie zu überprüfen, 
wurde von ausgewählten Fraktionen eine SDS-PAGE  (3.3.2) durchgeführt. Dafür wurden 
jeweils 100-200 µl einer Fraktion in einer Vakuumzentrifuge (Savant SpeecVac, Schuett 
Labortechnik, Deutschland) auf 20 µl konzentriert und dann für die SDS-PAGE verwendet. 
 
 
3.3.2  Natriumdodecylsulfat – Polyacrylamidgelelektrophorese  
  (SDS-PAGE) 
 
Die SDS-PAGE ist eine Methode, mit der Proteine entsprechend ihrer molaren Masse 
aufgetrennt werden können. Sie wurde eingesetzt, um die Reinheit der Proteinpräparation 
und die Proteinkonzentrationen einschätzen zu können. 
 
Der Begriff Elektrophorese beschreibt die Wanderung von Molekülen mit einer Nettoladung 
durch ein elektrisches Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit v von Molekülen, also auch die 
von Proteinen, berechnet sich aus dem Produkt der elektrischen Feldstärke E mit der 
elektrischen Ladung des Teilchens z geteilt durch den Reibungskoeffizienten f. 
 
v = E ⋅ z / f 
 
Bei kugelförmigen Teilchen gilt hierbei 
 
f = 6⋅⋅⋅r 
 
Dabei ist r der Radius der Kugel und  die Viskosität des Mediums. Für die SDS-PAGE 
werden die Proteine denaturiert und liegen deshalb nicht kugelförmig, sondern linear vor. Es 
kann aber davon ausgegangen werden, dass bei konstanten Bedingungen die Proteine alle 
die gleiche lineare Form aufweisen und die Reibung somit bei allen Molekülen 
gleichermaßen von der Molekülgestalt beeinflusst wird. Die Geschwindigkeit hängt somit von 
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dem Verhältnis von elektrischer Ladung zur Molekülmasse ab. Dadurch können Proteine 
nach genau diesen Kriterien getrennt werden. 
 
Polyacrylamidgele eignen sich gut für die Elektrophorese, weil sie chemisch inert und leicht 
herzustellen sind. Sie entstehen durch Polymerisation von Acrylamid, das über 
Methylenbisacrylamid quervernetzt wird, so dass sich ein dreidimensionales Netzwerk bildet. 
In diesem bewegen sich Moleküle abhängig von Größe und Ladung unterschiedlich schnell 
und können so aufgetrennt werden. 
 
 
 
 
Abb. 3.3: Struktur eines Polyacrylamidgels19: Reaktion zwischen Acrylamid und N,N-
Methylenbisacrylamid. N,N-Methylenbisacrylamid dient zur Quervernetzung der linearen 
Polyacrylamidketten. Die Porengröße wird durch die Totalacrylamidkonzentration und den 
Vernetzungsgrad definiert 
 
Bei der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen in ihrer nativen Form spielen ihr 
Molekulargewicht, ihre Faltung und ihre Ladung eine Rolle. 
Unter denaturierenden Bedingungen ist es möglich, Proteine in Polyacrylamidgelen so zu 
trennen, dass die Trennung hauptsächlich entsprechend ihrer molaren Masse erfolgt. Dafür 
werden die Proteine in einem denaturierenden Pufferlösung auf 95°C erhitzt, der SDS und 
DTT (Dithiothreitol) oder -Mercaptoethanol enthält. SDS ist ein anionisches Detergens, das 
fast alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen auflöst, während durch 
                                                 
19
 Lottspeich, F., Engels, J.W., et al. (2009). "Bioanalytik." Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg 2. 
Auflage  
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DTT oder -Mercaptoethanol kovalente Bindungen (Disulfidbrücken zwischen Cysteinen) 
zerstört werden. Zusätzlich werden der Elektrophorese-Laufpufferlösung häufig auch 
Antioxidantien zugesetzt, um eine Reoxidation zu verhindern. 
SDS bindet sehr effizient an die Aminosäureketten, und zwar ein SDS-Molekül pro zwei 
Aminosäurereste, wodurch das Ladungs-Größen-Verhältnis für alle Proteine gleich wird.  Die 
Komplexe aus SDS und denaturiertem Protein bekommen mit dem Sulfat eine negative 
Ladung; die Eigenladung der Proteine wird vernachlässigbar. So behandelt können SDS-
Proteinkomplexe der Elektrophorese unterworfen werden und wandern mit einer 
Geschwindigkeit, die von ihrem Molekulargewicht abhängt, zur Kathode. Die Beweglichkeit 
der meisten Polypeptidketten ist unter diesen Bedingungen dem Logarithmus ihrer Masse 
direkt proportional, so dass die Proteine also nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt 
werden. 
 
 
 
Abb. 3.4: A, oben: Chemische Struktur von Natriumdodecylsulfat (SDS). A, unten20: 
Schematische Darstellung eines Protein-SDS-Komplexes. SDS-Moleküle schirmen die 
Ladungen des denaturierten Proteins im Inneren der Micelle ab. Der Komplex bekommt eine 
stark negative Ladung, die der Masse des Proteins in etwa proportional ist. B21: Reduktion 
von Disulfidbrücken mit Dithiothreitol (DTT) 
 
Bei der Elektrophorese lässt man einen Protein-Standard, der ein Gemisch aus Proteinen mit 
bekanntem Molekulargewicht enthält, mitlaufen, um daran das Molekulargewicht 
unbekannter Proteine abschätzen zu können. 
 
                                                 
20
 Winter, R., Noll,F. et al. (2011 ). "Methoden der Biophysikalischen Chemie." Vieweg + Teubner Verlag 2. 
Auflage. 
21
 Lottspeich, F., J. W. Engels, et al. (2009). "Bioanalytik." Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg 2. 
Auflage  
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden 12% NuPAGE  Novex Bis-Tris Mini Gele (1,0 mm dick) mit 
einem MES SDS Laufpufferlösung (20x) verwendet.  Der Laufpufferlösung wurde 1ml 
Antioxidant in 400 ml fertiger Pufferlösung zugesetzt. (alles NuPAGE SDS PAGE Gel 
System, Invitrogen, Carlsbad, CA). 
Als Protein-Standard wurde Mark12TM Unstained Standard (Invitrogen, Carlsbad, CA) 
benutzt, um Molekulargewichte im Bereich von 2,5 – 200 kDa zu markieren. 
 
Zum Denaturieren der Proteine wurde eine Pufferlösung nach dem Rezept von Laemmli22 
verwendet: 
 
Laemmli-Pufferlösung (2x) 
 
130 mM TRIS/HCl  pH 6,8 
6,6% SDS 
20% Glycerol 
10% DTT 
0,01% (w/v) Bromphenolblau 
 
Die Proben wurden im Verhältnis 2 : 1 mit der Laemmlipufferlösung versetzt und dann für 
3,5 Min. auf 95 °C erhitzt. Pro Geltasche wurden zwischen 15 µl und 18 µl Probe 
aufgetragen. Von dem verwendeten Protein-Standard wurden 5 µl direkt aufgetragen. 
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von konstant 120 V durchgeführt, bis die 
Bromphenolblau-Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte. 
 
 
3.3.2.1 Färben und Entfärben der Polyacrylamidgele 
 
Eine einfache und gebräuchliche Methode Proteinbanden nach der Elektrophorese im Gel 
sichtbar zu machen, ist die Färbung mit Coomassie-Brilliantblau. Dabei wird zunächst das 
gesamte Gel gefärbt. Der Farbstoff bindet dabei unspezifisch an kationische und nichtpolare, 
hydrophobe Seitenketten der Proteine. Nach dem Anfärben wird der Farbstoff im Gel durch 
                                                 
22
 Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4." 
Nature 227: 680-685. 
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Methanol und Essigsäure wieder entfernt; die Proteine bleiben gefärbt, da sie mit dem 
Farbstoff Komplexe bilden. 
 
Zum Anfärben wurde das Polyacrylamidgel bei Raumtemperatur 10 Min. in Färbelösung 
geschüttelt: 
 
2,5 g Coomassie Blau G 250 (Carl Roth GmbH, Deutschland) 
450 ml Methanol 
90 ml Eisessig 
460 ml deionisiertes Wasser 
 
Gefärbte Polyacrylamidgele wurden über Nacht in Entfärbelösung entfärbt: 
 
75 ml Eisessig 
50 ml Methanol 
875 ml deionisiertes Wasser 
 
 
3.3.3  Zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese 
 
Bei der 2D-Gelelektrophorese erfolgt die Auftrennung von Proteinen in zwei Schritten, die 
voneinander unabhängig sind und miteinander kombiniert werden. 
Im ersten Schritt erfolgt eine isoelektrische Fokussierung (IEF), bei der Proteine in einem 
Gelstreifen mit einem immobilisierten pH-Gradienten der Elektrophorese unterzogen werden. 
Immobilisierte pH-Gradienten, sogenannte IPGs (pre-cast immobilized pH gradient) 
enthalten einen in die Gelmatrix einpolymerisierten pH-Gradienten. In diesem wandert ein 
Protein während der Elektrophorese, bis es den ph-Wert erreicht, der seinem isoelektrischen 
Punkt entspricht. Als isoelektrischer Punkt (pI) ist der pH-Wert definiert, an dem sich die 
positiven und negativen Teilladungen eines Proteins aufheben. An diesem Punkt ist die 
Nettoladung eines Proteins gleich Null und es bewegt sich in einem elektrischen Feld 
deshalb nicht. Der isolektrische Punkt ist für jedes Protein ein charakteristischer Wert. 
Im zweiten Schritt werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht durch eine SDS-
Gelelektrophorese (Abschnitt 3.3.2) getrennt. Dies geschieht senkrecht zur IEF. Durch 
Anfärben der Proteine im Polyacrylamidgel kann das zweidimensionale Proteinmuster 
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sichtbar gemacht werden. Eine schematische Darstellung der 2D-Gelelektrophorese zeigt 
Abb. 3.5. 
 
 
 
Abb. 3.5: 2D-Gelelektrophorese. In der ersten Dimension wird die Proteinmischung auf den 
immobilisierten pH-Gradienten (IPG) aufgetragen. Die Proteine werden nach ihrer Ladung 
aufgetrennt und wandern bis zu dem pH-Wert, der ihrem isoelektrischen Punkt (IEP) 
entspricht. In der  2. Dimension erfolgt die Übertragung des IPGs auf ein Polyacrylamidgel. 
Bei der SDS-PAGE werden die Proteine entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. 
 
 
3.3.3.1  Aufkonzentrierung der Proteine durch Acetonfällung  
 
Für die isoelektrische Fokussierung mit anschließender SDS-PAGE  wurde eine 
Proteinmenge von ca. 100 µg benötigt, die durch Acetonpräzipitation gewonnen wurde.  
Durch Acetonfällung werden Proteine aufkonzentriert; außerdem werden störende Salze aus 
der Pufferlösung entfernt. Organische Lösungsmittel wie Aceton setzen durch ihre niedrige 
Dielektrizitätskonstante die Solvatationskraft der wässrigen Lösung für Proteine herab. 
Dadurch werden die Wechselwirkungen zwischen den Proteinen stärker als die Interaktion 
mit dem Lösungsmittel. Als Folge davon aggregieren die Proteine und fallen aus. 
 
Für die Acetonfällung wurden maximal 300 µl Probe mit dem 4-fachen Volumen Aceton 
(vorgekühlt auf –20 °C) versetzt, gemischt und anschließend mindestens 1h bei –20° C 
 34 
gefällt. Danach wurden die Proben 15 Min. bei 4 °C und 15000 rpm zentrifugiert (Heraeus 
Biofuge primo R, Mikroliterrotor 24x2ml #7593). Nach der Zentrifugation wurde der 
Überstand mit einer langen Pasteurpipette abgezogen und das Pellet sofort in einer 
Pufferlösung resolubilisiert. 
 
 
3.3.3.2 1. Dimension: horizontale IEF mit immobilisiertem pH- Gradienten 
 
Die IEF wurde auf IPG-Gelstreifen mit einer Länge von 7 cm und einem pH-Bereich von 3 – 
10 durchgeführt. 
 
Die acetongefällten Proben wurden in jeweils 125 µl IEF-Rehydrierungsproben-Pufferlösung 
resolubilisiert:  
 
Rehydrierungsprobenpufferlösung (Volumen für vier Proben) 
 
470 µl Rehydrierungsstammlösung 
(enthält 8,5% (w/v) Harnstoff, 4,255% (w/v) CHAPS; Lagerung bei –20 °C) 
10 µl DTT (2,5 M; Lagerung bei –20 °C) 
5 µl Trägerampholytlösung pH 3 – 10 (100 x Bio-Lyte® Bio-Rad) 
5 µl Bromphenolblau, 0,02% (w/v)-Lösung 
10 µl deionisiertes Wasser 
 
Die gelösten Proteinpellets wurden in die Mitte der IEF-Kammer pipettiert. Vom IPG-Streifen 
wurde die Schutzfolie abgezogen und er wurde dann mit der Gelseite zur Probe „U“-förmig 
(so, dass die Mitte des Streifen zuerst aufliegt) abgelegt, dabei musste auf + und – geachtet 
werden. Das IPG-Gel wurde 1 h äquilibriert, dann wurde es mit Mineralöl bedeckt und das 
Programm für die IEF gestartet. 
 
Methode: Lineare Spannungssteigerung 
Fokustemperatur: 20 °C 
S1 Konditionierung 250 V 15 Min. 
S2 Spannungssteigerung 250 – 4000 V in 2 h 
S3 Finale Fokussierung 4000 V 5 h 
S4 Halten 500 V 
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3.3.3.3 2. Dimension: vertikale SDS-PAGE 
 
Für die 2. Dimension der 2D-Gelelektrophorese wurden 1 mm dicke Minigele verwendet, die 
am Tag zuvor gegossen und von der AG Kelm, Universität Bremen, zur Verfügung gestellt 
wurden. Es handelte sich dabei um 20%-ige Polyacrylamidgele. 
Um die fokussierten Proteine für die SDS-PAGE vorzubereiten, mussten sie zuerst in SDS-
haltiger Pufferlösung äquilibriert werden, analog zum Erhitzen der Proteinproben in 
Probenpufferlösung bei der eindimensionalen SDS-PAGE. Dazu sind zwei 
Äqulibrierungsschritte – erst mit einem Reduktionsmittel, dann mit Alkylierungsreagens – 
notwendig. Im ersten Schritt wurde der SDS-haltigen Äquilibrierungspufferlösung 0,2 g DTT 
auf 10 ml als Reduktionsmittel zugesetzt, im zweiten Schritt stattdessen 0,25 g Iodacetamid 
zu 10 ml Äquilibrierungspufferlösung. Die Alkylierung mit Iodacetamid verhindert 
Trennungsartefakte. Jeder IPG-Streifen wurde nacheinander in beiden Pufferlösungn jeweils 
10 Min. inkubiert. Danach konnten die IPG-Streifen auf dem SDS-PAGE Trenngel 
positioniert werden. Der Protein-Standard wurde auf ein 0,4 cm2 großes Stück Whatman-
Filterpapier aufgetragen und neben pH 3 des IPG-Streifens positioniert. Die Elektrophorese 
wurde bei 20 mA  pro Gel für 1 – 1,5 h durchgeführt, bis die Bromphenolblau-Lauffront das 
untere Ende des Gels erreicht hatte. 
 
 
3.3.3.4  Färben der 2D-Gele mit Coomassie und Silbernitrat 
 
Nach der Färbung mit Coomassie-Brilliantblau (siehe Abschnitt 3.3.2.1) wurde zusätzlich 
noch eine Silberfärbung durchgeführt. Diese kann auch nach einer Vorfärbung des Gels mit 
Coomassie erfolgen und zeichnet sich durch eine höhere Sensitivität aus. Zwischen den 
beiden Färbungen wurden die Gele in deionisiertem Wasser bei 4 °C gelagert. 
Die Silberfärbung erfolgt in mehreren Schritten: zunächst werden die Proteine im Gel fixiert. 
Danach wird das Gel in Silbernitratlösung gefärbt. Dabei bilden Ag+-Ionen Komplexe mit den 
Glu-, Asp-, und Cys-Resten der Proteine. Alkalisches Formaldehyd reduziert das Ag+ zu 
metallischem Silber, den sogenannten Silberkeimen. Bei der darauf folgenden Entwicklung 
werden alle Silberionen im Gel durch Formaldehyd zu metallischem Silber reduziert. In der 
Nähe der Silberkeime findet diese Entwicklung schneller statt als im übrigen Gel, weshalb 
sich die Proteinbanden zuerst dunkelbraun bis schwarz färben. Zum Schluss wird die 
Entwicklung gestoppt, was durch eine Änderung des pH-Wertes erreicht wird. Der Zeitpunkt 
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des Stoppens muss so gewählt werden, dass die Proteine im Gel angefärbt, das übrige Gel 
aber noch klar ist. 
 
Ablauf der einzelnen Schritte: 
 
- Fixierung der Proteine in  30% Ethanol und 10% Essigsäure und waschen in  
deionisiertem Wasser 
 
Lösung A 
30%  (v/v) Ethanol 
0,5M Na-Acetat (*3H2O) 
0,2% (w/v) Na2S2O3 
0,5% (v/v)Glutardialdehyd (25% Lösung) 
 
- 30 Min. auf dem Schüttler inkubieren, dann dreimal 20 Min. in deionisiertem Wasser 
waschen 
 
Lösung B 
0,1%   (w/v) AgNO3 
0,02% (v/v)  Formaldehyd (37% Lösung) 
 
- 30 Min. in Silbernitratlösung auf dem Schüttler inkubieren und sofort gründlich in 
deionisiertem wasser waschen 
 
Lösung C 
2,5%   (w/v) NaCO3,  pH 11,3 
0,01% (v/v) Formaldehyd (37% Lösung) 
 
- Gele entwickeln lassen, bis Proteinspots braun erscheinen, der Hintergrund jedoch noch 
klar ist 
 
Lösung D 
0,05 M EDTA, pH 8,0 
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- 15 Min. inkubieren, um Entwicklung zu stoppen, dann dreimal 15 Min. in deionisiertem 
Wasser waschen 
 
 
3.3.4  Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
 
Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC; high performance/pressure liquid 
chromatography) ist eine Methode der Flüssigchromatographie, bei der die Trennung über 
hydrophobe Interaktionen zwischen dem Analyten und der stationären Phase erfolgt. Besteht 
die stationäre Phase aus einem polaren Material, z.B. Kieselgel, durch das eine unpolare 
mobile Phase geschickt wird, spricht man von „Normalphasen“- (NP-) HPLC. Da sich die 
hydrophilen Gruppen der stationären Phase nachteilig auf den chromatographischen 
Prozess auswirken können, hat sich in der Praxis die „Umkehrphasen“- (RP; reversed 
phase)-HPLC durchgesetzt. Hier ist die Polarität zwischen stationärer und mobiler Phase 
umgekehrt, d.h., die hydrophobe Wechselwirkung des Analyten mit einer unpolaren 
stationären Phase findet im polaren wässrigen Lösungsmittel statt. Die „Umkehrung“ der 
stationären Phase wird erreicht, indem ein ursprünglich polares Trägermaterial durch 
chemische Modifizierung einen unpolaren Charakter erhält. Dafür werden hauptsächlich 
Silica (Kieselgel)-Partikel verwendet, die durch Alkylierung mit verschieden langen 
Kohlenstoffwasserketten unpolar gemacht werden. Üblicherweise werden für 
Peptidtrennungen C18 -Säulen benutzt, während für die Trennung von Proteinen C4 –Säulen 
eingesetzt werden.  
Die Trenneigenschaften einer HPLC-Säule hängen neben der Polarität des Eluenten und der 
Länge und Dichte der Alkylketten auch vom Durchmesser und der Porösität des 
Säuleninhalts, dessen Packungsdichte, sowie von Länge und Durchmesser der Säule ab. 
Die Partikel der Trägermatrix besitzen einen Durchmesser von 3 – 10 µm; je kleiner das 
Material, desto besser die Trennung. Poröse Partikel können durch ihre größere Oberfläche 
die Trennwirkung verstärken. Die inneren Säulendurchmesser liegen zwischen 2 und 6 mm, 
die Säulenlänge beträgt meistens zwischen 18 und 300 mm. Damit Flüssigkeit durch die 
Säule befördert werden kann, müssen durch eine Pumpe Drücke von 300 – 400 bar erzeugt 
werden. Um diesen Druck auszuhalten, ist die Säule in der Regel mit Stahl ummantelt. 
Neben der Säule und der Pumpe, die den Kern einer HPLC–Anlage bilden, gibt es weitere 
wichtige Bauteile; diese sind in Abb. 3.6 schematisch dargestellt. 
Über ein Injektionsventil, die so genannte Probenschleife können verschiedene 
Probenvolumina in das System eingebracht werden.  
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Zum Schutz der Säule wird häufig eine Vorsäule oder ein Filter eingebaut, wodurch die 
eigentliche Säule vor Verunreinigungen geschützt werden soll.  
Da Eluenten immer entgast werden müssen, gibt es in vielen HPLC–Anlagen eingebaute 
Degasser, in denen die Lösungsmittel durch gasdurchlässige Membranschläuche geführt 
werden, die sich in einem Vakuum befinden. Das anliegende Vakuum setzt die im Eluenten 
enthaltenen Gasbestandteile aus dem Lösungsmittel frei.  
 
 
 
Abb. 3.6: Schematische Darstellung eines HPLC-Systems. Eluenten (Lösungsmittel) werden 
aus ihren Vorratsgefäßen von der Pumpe in den Pumpenkopf befördert und auf dem Weg 
dorthin entgast. Über ein Injektionsventil wird die Probe in das System eingebracht. Das 
Lösungsmittel-Proben-Gemisch passiert unter hohem Druck die Säule und die 
Probenkomponenten werden dort separiert. Auf ihrem weiteren Weg werden die einzelnen 
Komponenten der Probe durch einen UV–Detektor nachgewiesen und können schließlich in 
einzelnen Fraktionen aufgefangen werden.  
 
Zum Nachweis der in der Probe enthaltenen Substanzen wird meistens ein UV-Detektor 
eingesetzt. Bei der Detektion ist die Bestimmung der UV-Absorption bei 
etwa 210 nm für Peptide oder 254/280 nm für Proteine am gebräuchlichsten.  
Bei präparativen Arbeiten werden die hintereinander eluierten Lösungskomponenten in 
einem Fraktionssammler getrennt aufgefangen.  
Die Elution erfolgt mithilfe einer unpolaren mobilen Phase. Diese besteht aus Wasser und 
einem unpolaren organischen Lösungsmittel, das mit den adsorbierten Molekülen um die 
Bindungsstellen konkurriert. Das gebräuchlichste organische Lösungsmittel für die HPLC ist 
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Acetonitril. Außerdem wird den Eluenten noch ein Ionenpaarreagens, meistens 
Trifluoressigsäure (TFA), zugegeben. Ein Ionenpaarreagens ist ein Molekül, das sowohl eine 
polare als auch eine unpolare Region besitzt. Es bindet als Gegenion an ionische 
Seitenketten der Proteine und wechselwirkt mit seinem unpolaren Teil mit der stationären 
Phase. Auf diese Weise verstärkt sich die Hydrophobizität der Proteine, was eine zu schnelle 
Elution verhindern kann.  
Findet die Elution unter isokratischen Bedingungen statt, bleibt die Zusammensetzung des 
Lösungsmittelsystems während der gesamten Elution gleich. Überwiegend werden jedoch 
Gradiententrennungen verwendet, die einen größeren Einfluss auf das Auflösungsvermögen 
und die Trennkapazität haben. Hier steigt im Gradientenverlauf der Anteil des organischen 
Lösungsmittels gegenüber der wässrigen Phase. Auf diese Weise wird die Polarität des 
Elueten verringert und die Elutionskraft erhöht.  
 
Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie wurde angewendet, um Proteinfraktionen der 
essigsäurelöslichen organischen Matrix nach der Ionenaustauschchromatograhie (Kapitel 
3.3.1) weiter aufzureinigen. 
Es wurde ein Lösungsmittelsystem mit zwei Solventen benutzt, mit denen eine 
Gradiententrennung durchgeführt wurde: 
 
Solvens A: 0,1% Trifluoressigsäure in Wasser (pH 2) 
Solvens B: 0,1% Trifluoressigsäure in Acetonitril 
 
Die Lösungen wurden immer frisch angesetzt. Deionisiertes Wasser wurde vor dem Einsatz 
ca. 45 Min. entgast. Alle verwendeten Chemikalien hatten die Bezeichnung „HPLC-grade“. 
Es wurden verschiedene Prozeduren mit einem zusammengesetzt linearen 
Gradientenverlauf angewendet. Nach einem Vorlauf von 10 Min. bei 93% Wasser und 7% 
Acetonitril wurde mit einem steilen Gradienten innerhalb von weiteren 10 Min. die 
Acetonitrilkonzentration im Eluenten auf 45 % erhöht. Danach wurde der Gradient maximal 
bis 65% Acetonitril auseinander gezogen, um dann nach einem Sprung in der 
Eluentenzusammensetzung bei 7% Wasser und 93% Acetonitril zu enden. Wie oben 
beschrieben, war den Eluenten jeweils 0,1% TFA zugesetzt. Die Flussrate betrug 0,5 ml/Min. 
Die verwendete Säule war eine präparative C4 –Säule (Durchmesser 10 mm, Länge 250 
mm), die durch eine Vorsäule vor Verunreinigungen geschützt wurde. 
Die Detektion der Proteine fand bei 234 nm und 277 nm statt. 
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Die zu untersuchenden Proteinlösungen waren Fraktionen, die während der 
Ionenaustauschchromatographie gesammelt wurden und die 0,22 µm filtriert waren. 
Als Probenvolumen wurden davon 800 µl – 1000 µl genommen, wurden größere Volumina 
eingesetzt, weil mehrere  Fraktionen gepoolt wurden, wurden diese vor der HPLC in der 
Vakuumzentrifuge (Savant SpeecVac, Schuett Labortechnik, Deutschland) eingeengt. Alle 
Probenlösungen wurden vor der HPLC mit 0,1% TFA angesäuert. Eine Fraktionierung 
erfolgte am separat zu programmierenden Fraktionssammler im ausgewählten Zeitraum mit 
den jeweils ausgewählten Volumina. 
Der Erfolg der einzelnen HPLC-Trennläufe wurde durch eine SDS-PAGE (Abschnitt 3.3.2) 
von ausgewählten Fraktionen überprüft. 
 
 
3.3.5   Massenspektrometrie 
 
Die Massenspektrometrie ist eine der wichtigsten Methoden um Peptide und Proteine zu 
analysieren. 
Ein Massenspektrometer besteht vereinfacht aus drei Grundelementen: einer Ionenquelle, 
einem Analysator und einem Detektor.  
In der Ionenquelle werden im Hochvakuum isolierte Ionen erzeugt. Das kann durch 
Beschuss der Analytmoleküle mit Elektronen (Elektronenstoßionisation, EI), mit Atomen oder 
Ionen (fast atom bombardment, FAB) oder mit Photonen (Laserdesorption/Ionisation, LDI) 
erreicht werden. Bei nicht flüchtigen Molekülen kann die gelöste Probe in einem elektrischen 
Feld ionisiert werden (Elektronenspray-Ionisation, ESI) oder aus der festen Phase heraus mit 
der Matrix-assistierten Laserdesorption/Ionisation (MALDI). 
Die Ionen  werden zum Analysator hin beschleunigt und nach Masse pro Ladung (m/z) 
aufgetrennt. Um die Ionen aufzutrennen, gibt es verschiedene Möglichkeiten. Eine davon ist, 
die Ionen in einem Sektorenfeldgerät durch Kombination eines magnetischen Feldes mit 
einem elektrischen Feld aufzutrennen. Als weitere Möglichkeit gibt es Quadrupol- und 
Ionenfallen-Detektoren, in denen durch elektrische und magnetische Wechselfelder 
bestimmte m/z-Verhältnisse selektiert werden. Außerdem gibt es die Möglichkeit, Ionen nach 
ihrer Flugzeit in einem Messrohr in Verbindung mit einer gepulsten Ionenerzeugung 
aufzutrennen (time-of-flight-(TOF)Instrumente). 
Die in der Ionenquelle gebildeten und im Massenanalysator getrennten Ionen werden von 
einem Detektor registriert und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Dieser nimmt ein 
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Massenspektrum auf, das die relative Intensität der Ionen in Abhängigkeit vom 
Masse/Ladungsverhältnis darstellt. 
Die Komponenten eines Massenspektrometers sind in Abbildung 3.7 schematisch 
dargestellt. 
 
 
 
Abb. 3.7: Komponenten eines Massenspektrometers [aus23] Eine Proteinprobe wird ionisiert, 
im Massenanalysator und in Richtung Detektor beschleunigt. Die leichtesten Ionen erreichen 
den Detektor zuerst.  
 
 
3.3.6  Proteinkonzentrationsbestimmung: Bradford-Assay 
 
Der Bradford-Assay ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von 
Proteinen und beruht auf einer Farbreaktion des Farbstoffs Coomassie-Brilliantblau. Dabei 
wird meistens das Coomassie-Brilliantblau G 250 verwendet (Abb.3.8). 
Bei der Bindung an Proteine und in saurer Umgebungslösung verschiebt sich das 
Absorptionsmaximum von Coomasie G 250 von 465 nm auf 595 nm. Die chemische 
Reaktion, die der Verschiebung des Absorptionsspektrums zu Grunde liegt, ist noch nicht 
endgültig geklärt. Vermutlich wird der Farbstoff in seiner unprotonierten, anionischen 
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 Lottspeich, F., J. W. Engels, et al. (2009). "Bioanalytik." Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg 2. 
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Sulfatform durch die Komplexbildung mit dem Protein stabilisiert. Der Farbstoff bindet dabei 
unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine.24 
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Maß für die Proteinkonzentration der 
Lösung. Für die Bestimmung der Proteinkonzentration ist eine Kalibrierung mit einer 
Proteinlösung mit bekannter Konzentration notwendig. 
 
 
Abb. 3.8: Chemische Struktur von Coomassie-Brilliantblau G250 (als Sulfonat) 
 
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen des Rohextraktes wurde mit dem Bradford-
Mikroassay durchgeführt, dessen Bestimmungsgrenze zwischen 1 – 20 µg/ml liegt. Es 
wurden jeweils 800 µl Proteinlösung und 200 µl Bradford – Reagenz (Bio-Rad Protein Assay, 
Bio-Rad, Hercules, USA) in eine 1,5 ml Plastikküvette (Plastikbrand, Wertheim, Deutschland) 
pipettiert. Die Küvette wurde mit Parafilm verschlossen und die Probenlösung durch 
Schwenken gemischt. Nach 5 Min. wurde in einem UV-VIS – Spektrometer die Absorption 
bei 595 nm bestimmt. 
Als Standardproteine für die Kalibrierung wurden BSA und Lysozym benutzt. Messungen 
wurden in verschiedenen Konzentrationen in einem Bereich von 0-20 µg/ml durchgeführt. 
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4  Ergebnisse und Diskussion  
 
 
4.1  Präparation der Schalen 
 
Für alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen waren aufgereinigte 
Proteine aus der Schneckenschale notwendig. Grundvoraussetzung dafür war eine 
sorgfältige und saubere Präparation des verwendeten Schalenmaterials. Die Schale musste 
gereinigt werden und Calcit- und Aragonitbestandteile mussten ohne Kontamination des 
einen durch den anderen Bestandteil voneinander getrennt werden.  
 
 
4.1.1  Präparation der Calcitschicht  
 
Die Calcitschicht ist die äußere Schicht der Schneckenschale. Sie besteht aus 
prismatischem Calcit und ist bei den verschiedenen Haliotisarten 0,5 – 3 mm dick. 25 
Bei Haliotis laevigata beträgt die Schichtdicke, die in unterschiedlichen Bereichen der Schale 
variiert, ca. 1-2 mm.  
Die Calcitschicht ist die dem Meerwasser zugewandte Seite der Schneckenschale. Sie ist 
damit ungeschützt allen Umwelteinflüssen ausgesetzt, die in dieser Umgebung eine Rolle 
spielen. Zu diesen Umwelteinflüssen gehört eine Verunreinigung mit Schwebstoffen aus dem 
Meerwasser und die Besiedelung mit anderen Organismen, wie z.B. Algen, darunter auch 
Kalkalgen, Röhrenwürmer und Mikroorganismen. Verunreinigungen im µm-Bereich befinden 
sich dabei nicht nur auf der Oberfläche der Schale, sondern können sich durch die poröse 
Oberflächenstruktur der Calcitschicht zum Teil auch innerhalb der Schalenoberfläche 
befinden. Da bei der Calcitschicht die Oberfläche, gemessen am Gesamtvolumen, einen 
großen Anteil hat, ist es notwendig, Verunreinigungen – und damit artfremde Proteine, die 
von anderen Organismen eingetragen werden – sehr gründlich zu entfernen. 
Die Reinigung der Schale für die Präparation von Calcitschalenmaterial erfolgte entweder 
mechanisch und durch Spülen mit deionisierten Wasser, oder zusätzlich durch Desinfektion 
mit 4% NaOCl. NaOCl wirkt mikrobizid und hat eine stark oxidative Wirkung auf organische 
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 Zaremba, C. M., Belcher, A. M. et al. (1996). "Critical Transitions in the Biofabrication of Abalone Shells and 
Flat Pearls." Chemistry of Materials 8: 679-690. 
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Verbindungen. Damit kann es, abhängig von Konzentration und Inkubationszeit, auch 
denaturierend auf Proteine wirken.  
Die Schwierigkeit bei der Reinigung der Calcitschicht bestand darin, einerseits so gründlich 
wie möglich zu reinigen, andererseits aber eine Denaturierung der Proteine zu verhindern. 
Um so schonend wie möglich vorzugehen, wurde deshalb bei der ersten Präparation von 
Calcitschalenmaterial ganz auf eine Behandlung mit NaOCl verzichtet. Da fraglich war, ob so 
alle in der porösen Oberfläche befindlichen Organismen (und damit auch artfremde Proteine) 
entfernt werden konnten, wurde bei weiteren Präparationen eine NaOCl – Behandlung 
durchgeführt. Bei der zweiten Präparation von Calitschalenmaterial wurde die Schale 2 h in 
4% NaOCl inkubiert. Bei einer dritten Präparation wurde die Schale insgesamt auch 2 h in 
4% NaOCl inkubiert, hier wurde aber nach 1 h die NaOCl-Lösung erneuert und außerdem 
wurde das Schalenmaterial in der Lösung zu Beginn jeder Stunde 5 Min. lang mit Ultraschall 
behandelt. 
Eine weitere Schwierigkeit bei der Präparation des Calcitschalenmaterials war, dass es nicht 
möglich ist, die Calcitschicht zu präparieren, indem man die anderen Schalenschichten 
entfernt. Das Calcit selbst musste abgetragen werden. Das gelang am besten mit einer 
(vorher gründlich gesäuberten und desinfizierten) Rundfeile. Das abgeraspelte Calcit wurde 
gesammelt. Bei der Präparation für die erste Proteomanalyse konnte so 4,3 g 
Calcitschalenmaterial zusammengetragen werden, für die zweite und dritte Präparation 
waren es jeweils ca. 10 g. Die aus diesen Mengen Calcitschalenmaterial demineralisierte 
organische Matrix waren für massenspektrometrische Analysen ausreichend.  
Die Ergebnisse der unterschiedlichen Behandlung mit NaOCl und der Proteomanalyse 
werden im Abschnitt 4.4 behandelt. 
Die Demineralisation wurde in einem Dialyseschlauch durch Dialyse gegen 12% Essigsäure 
durchgeführt. Ein solcher Dialyseschlauch, der demineralisierte organische Matrix enthält, ist 
in Abb. 4.1 zu sehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1:Demineralisierte organische Calcitmatrix im Dialyseschlauch. 
Diese besteht aus der essigsäurelöslichen und der essigsäureunlöslichen  
Fraktion. 
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4.1.2  Präparation der Aragonitschicht  
 
Die Aragonitschicht ist die dem Tier zugewandte Schalenseite. Sie ist bis zu 12mm dick.26 
Die Reinigung und Präparation der Aragonitschicht wurde nach einer im Institut für Biophysik 
etablierten und bewährten Methode durchgeführt. Danach wird zunächst die Calcitschicht 
mechanisch mit einem Schlammstrahler entfernt, so dass die reine Perlmuttschicht übrig 
bleibt. Diese wird mit Wasser gespült und dann in 4% NaOCl über einen Zeitraum von 2 Min. 
desinfiziert. Anschließend wird durch Spülen mit deionisiertem Wasser das NaOCl entfernt.  
Bei der Analyse des Proteoms durch Massenspektrometrie wurden neben 
biomineralisierenden Proteinen auch zahlreiche intrazelluläre und Membranproteine 
gefunden. Diese Proteine könnten bei der Entstehung der Schale von Zellen abgegeben und 
mit einmineralisiert worden sein, andererseits kommt als Ursache aber auch eine 
„Verunreinigung“ auf der Schalenoberfläche in Frage. Um die Schalenoberfläche als Quelle 
möglichst auszuschließen, wurde die Behandlung der Schale mit NaOCl ausgedehnt. Wie 
bei der Präparation der Calcitschicht wurde bei der zweiten Aragonitpräparation eine 2-
stündige Inkubation in 4% NaOCl durchgeführt und bei der dritten Präparation wurde diese 
zusätzlich um einen Wechsel der NaOCl-Lösung nach einer Stunde und eine 5-minütige 
Ultraschallbehandlung zu Beginn jeder Stunde erweitert. Anschließend wurden das 
behandelte Aragonit gründlich mit deionisiertem Wasser gewaschen. 
Da die Aragonitschicht wesentlich dicker als die Calcitschicht ist, ist hier der Anteil der 
Oberfläche im Verhältnis zum Gesamtvolumen verhältnismäßig kleiner. Damit wird die Probe 
aus Aragonitschalenmaterial vom NaOCl weniger beeinflusst als das Calcitschalenmaterial. 
Im Anschluss an die Desinfektion mit NaOCl kann das Aragonitschalenmaterial zerkleinert 
und für die Präparation von Proteinen demineralisiert werden. 
Für diese Arbeit wurden für die Demineralisation von Aragonitschalenmaterial 
Essigsäurekonzentrationen zwischen 6% und 50% verwendet. Die Demineralisation wurde 
dabei auch, wie beim Calcitschalenmaterial, im Dialyseschlauch durchgeführt. Einen 
Dialyseschlauch, der im Dialysevolumen die gesamte organische Aragonitmatrix enthält, 
zeigt Abb. 4.2. 
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 Zaremba, C. M., Belcher, A. M. et al. (1996). "Critical Transitions in the Biofabrication of Abalone Shells and 
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4.2  Proteinfraktion der löslichen organischen Matrix 
 
Die lösliche Proteinfraktion besteht aus dem Teil der organischen Matrix, der nach der 
Demineralisation des Perlmutts als „lösliche organische Matrix“ in Lösung gegangen ist. 
Diese lösliche organische Matrix, die durch Demineralisation in gering konzentrierter 
Essigsäure (6 – 12%) extrahiert wurde, macht einen Anteil von 0,022% an der Gesamtmasse 
des Perlmutts aus27. Dieser Wert wurde durch den Bradford-Assay ermittelt und stimmt mit 
einem ebenfalls mit dem Bradford-Assay bestimmten früheren Ergebnis überein, das im 
Rahmen einer von mir mitbetreuten Projektarbeit am Institut entstanden ist28 . 
Das Polyacrylamidgel der SDS-PAGE in Abb. 4.3 zeigt ein typisches Muster von 
Proteinbanden der Proteine, die im Rohextrakt vorkommen. Dazu gehört Perlucin, das 
charakteristischerweise mit zwei Banden erscheint, die bei ca. 17 und 21 kDa liegen29. Es 
fällt auf, dass das ca. 17 kDa Perlucin im Rohextrakt in höherer Konzentration enthalten ist 
als das ca. 21 kDa Perlucin. Ein weiteres Protein, das in hoher Konzentration im Rohextrakt 
vorliegt, ist Perlustrin, ein ca. 10 kDa Protein30, 31. 
Weitere Proteine, die identifiziert werden können, sind die AP 8 α-und β-Proteine mit einem 
Molekulargewicht von 8 kDa32 und Perlwapin, ein ca. 14 kDa schweres Protein33. 
                                                 
27
 Heinemann, F. (2008). "Investigation of biopolymer-mineral interactions in the natural composite material 
nacre." PhD thesis department of Physics, University of Bremen. 
28
 Kocanis, S. (2008). "Quantifizierung der organischen Matrix im Perlmutt der Meeresschnecke Haliotis 
laevigata." Projektarbeit, Department of Physics, University Bremen. 
29
 Weiss, I., S. Kaufmann, et al. (2000). "Purification and characterization of perlucin and perlustrin, two new 
proteins from the shell of the mollusc Haliotis laevigata." Biochemical and Biophysical Research 
Communications 267(1): 17-21. 
30
 Weiss, I., S. Kaufmann, et al. (2000). "Purification and characterization of perlucin and perlustrin, two new 
proteins from the shell of the mollusc Haliotis laevigata." Biochemical and Biophysical Research 
Communications 267(1): 17-21. 
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 Weiss, I. M., W. Göhring, et al. (2001). "Perlustrin, a Haliotis laevigata (Abalone) Nacre Protein, Is 
homologous to the Insulin-like Growth Factor Binding Protein N-Terminal Module of Vertebrates." Biochemical 
and Biophysical Research Communications, Elsevier 285(2): 244-249. 
32
 Fu, G., S. Valiyaveettil, et al. (2005). "CaCO3 biomineralization: acidic 8-kDa proteins isolated from 
aragonitic abalone shell nacre can specifically modify calcite crystal morphology." Biomacromolecules 6(3): 
1289-1298. 
 
 
 
 
Abb. 4.2: Demineralisierte organische Aragonitmatrix im 
Dialyseschlauch. Diese besteht aus der essigsäurelöslichen und 
der essigsäureunlöslichen Fraktion. 
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Abb. 4.3: Ergebnis einer SDS-PAGE der löslichen Proteinfraktion des Rohextrakts. „M“ 
bezeichnet die Proteinmarker von 2.5 – 200 kDa. „L“ bezeichnet die Proteine der löslichen 
Matrix. Zu sehen sind die Banden der Proteine mit der höchsten Konzentration in der 
löslichen Matrix. Dazu gehören Perlucin, das in einer Doppelbande auftritt, mit ca. 17 und 21 
kDa, Perlwapin, mit einem Molekulargewicht von ca. 14 kDa, Perlustrin mit ca 10 kDa und 
AP 8 mit 8 kDa.  
 
 
4.2.1   Auftrennung der Proteine der löslichen Matrix durch  
  Ionenaustauschchromatographie (IAC) 
 
Um die Proteine aus der löslichen organischen Matrix zu separieren, wurde als erste 
Methode zur Aufreinigung die Ionenaustauschchromatographie angewandt. Damit können 
Proteine aufgrund ihrer Ladung unter nichtdenaturierenden Bedingungen aufgetrennt 
werden. Die Ionenaustauschchromatographie wurde mit einer schwachen 
Kationenaustauschersäule und einem 20 mM Citratpuffer bei pH 4,8 durchgeführt. Elutiert 
                                                                                                                                                        
33
 Treccani, L., K. Mann, et al. (2006). "Perlwapin, an abalone nacre protein with three four-disulfide core (whey 
acidic protein) domains, inhibits the growth of calcium carbonate crystals." Biophysical Journal 91(7): 2601-
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wurde zunächst mit einem NaCl – Gradienten von 0 – 1 M in 17 Minuten und einer Flussrate 
von 5 ml/Min. Die Methode lief über 22 Min.; in dieser Zeit wurde ein Elutionsvolumen von 60 
ml in 40 Fraktionen gesammelt. Es zeigte sich jedoch, dass sämtliche Perlmuttproteine 
während der ersten Hälfte des Gradienten eluierten. Daraufhin wurde in diesem Bereich die 
Steigung des Gradienten verringert, indem mit 0 – 0,5 M NaCl eluiert, die Methode aber 
ansonsten beibehalten wurde. So konnte die Auftrennung der Proteine verbessert werden. 
Ein typisches Ionenaustauschchromatogramm einer Probe mit ca. 400 ml Rohextrakt zeigt 
Abb. 4.4. Die Elution wurde hier mit einem Gradienten mit 0 – 0,5 M NaCl durchgeführt. 
 
 
 
Abb. 4.4: Typisches Ionenaustauschchromatogramm von der löslichen organischen 
Aragonitmatrix. Diese wurde mit einer schwachen Kationenaustauschersäule bei pH 4,8 in 
20 mM Citratpuffer  und mit einem 0 – 0,5M NaCl-Gradienten durchgeführt. Die rote Linie 
zeigt den Verlauf des NaCl-Gradienten. Die blaue Linie zeigt die Absorption bei 280 nm. 
 
 
Für die Darstellung des Ergebnisses der Ionenaustauschchromatographie wurden jeweils 
SDS–PAGEs mit den Fraktionen durchgeführt, die sich innerhalb des Absorptionspeaks 
befinden. Dafür wurden jeweils 100 – 200 µl der einzelnen Fraktionen auf 20 µl eingeengt, 
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für die Elektrophorese vorbereitet und in der Reihenfolge, mit der sie bei der Elution 
erscheinen, auf das Polyacrylamidgel aufgetragen.  
Die SDS-PAGEs zeigen, dass die Proteine aus der organischen Perlmuttmatrix mit einem 0 
– 0,5 M NaCl-Gradienten deutlich besser aufgetrennt werden. Abb. 4.5 (I) zeigt eine SDS-
PAGE aller Fraktionen, die bei dem steileren Gradienten von 0 – 1 M NaCl innerhalb des 
Absorptionspeaks liegen. Bei einem Gradienten, der im Bereich von 0 – 0,5 M NaCl weiter 
auseinandergezogen ist, ist die Separation der Proteine innerhalb des Absorptionspeaks 
deutlich besser. Das ist in den SDS-PAGES in Abb. 4.5 (II a und b) deutlich zu erkennen. 
Sehr häufig zeigt das Ionenaustauschchromatogramm zwei charakteristische Elutionspeaks, 
denen Proteine zugeordnet werden können. 
Ein ca. 10 kDa großes Protein, bei dem es sich um Perlustrin34 handelt, eluiert als erstes. 
Außerdem ist Perlustrin eines der Proteine, das in der löslichen Matrix in einer der höchsten 
Konzentrationen erscheint. Auch die AP 8-Proteine35 die danach, leicht zeitversetzt, im 
Perlustrinpeak eluieren, sind hoch konzentriert. Die Hauptkomponente der löslichen 
Aragonitmatrix ist Perlucin, das mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa bereits im ersten 
Peak bei der Ionenaustauschchromatigraphie auftaucht. Abb. 4.5 (II) zeigt zunächst in der 
zweiten Hälfte des ersten Peaks mehrere Proteinen, die leicht zeitversetzt in einem Peak 
eluieren. In den dazugehörigen Fraktionen befindet sich ein Gemisch aus mehreren 
Proteinen und es findet kaum Auftrennung statt. Die Fraktionen, die den zweiten 
Elutionspeak bilden, enthalten in der Regel sehr sauberes Perlucin. In diesen Fraktionen 
taucht auch die obere Perlucinbande, die bei ca. 21 kDa liegt, sehr konzentriert auf. 
 
 
 
 
 
 
                                                 
34
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Abb. 4.5: SDS-PAGEs der löslichen organischen Aragonitmatrix nach der Ionenaustausch-
chromatographie. Zu sehen sind die SDS-PAGEs der Fraktionen innerhalb der 
Absorptionspeaks. 
I : Fraktionen innerhalb des Absorptionspeaks von Ionenaustauschchromatographie mit 
einem Elutionsgradienten von 0 – 1 M NaCl bei einem Elutionsvolumen von 60 ml und einer 
Flussrate von 5 ml/Min. II, a und b: Fraktionen des von der Photometereinheit des 
Ionenaustauschers gemessenen Absorptionspeaks der Ionenaustauschchromatographie mit 
einem Elutionsgradienten von 0 – 0,5 M NaCl bei einem Elutionsvolumen von 60 ml und 
einer Flussrate von 5 ml/Min. Der mit „M“ gekennzeichnete Gelstreifen zeigt die 
Markerproteine mit den dazugehörigen Molekulargewichten. Perlucin mit seiner 
charakteristischen Doppelbande bei 17 kDa und 21 kDa ist die Hauptkomponente der 
löslichen organischen Aragonitmatrix. Die Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE II a 
und b ist im Vergleich zu SDS-PAGE I deutlich besser.  
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4.2.2  CaCO3 –Assay: Einfluss der löslichen Proteine auf die  
  CaCO3 –Präzipitation  
 
Die Proteine der löslichen organischen Matrix kontrollieren auf unterschiedliche Weise die 
Präzipitation von Calciumcarbonat. Für einige dieser löslichen Proteine wurden bereits 
Wechselwirkungen mit Calciumcarbonatkristallen gemessen, aus denen man auf bestimmte 
mögliche Funktionen schließen kann, die sie beim Wachstum von Perlmutt haben 
könnten36,37,38 . So wirkt z. B. Perlucin beschleunigend auf die Calciumcarbonatkristallisation, 
während Proteine wie Perlwapin diese inhibieren. Perlinhibin wirkt hemmend auf das 
Wachstum von Calcit und fördert vermutlich die Bildung von Aragonit-Nukleationskeimen. 
Während des natürlichen Wachstums von Perlmutt agieren diese und andere Proteine 
gemeinsam und in „natürlichen“ Konzentrationsverhältnissen. Neben der Kenntnis über die 
Funktion einzelner Proteine ist es daher auch wichtig, den Einfluss der Gesamtheit der 
Proteine – so, wie sie in der löslichen organischen Matrix vorliegen – auf das 
Präzipitationsverhalten zu untersuchen.  
 
Dabei konnte auf eine bekannte Methode zurückgegriffen werden. Wheeler et al. 
untersuchten 1981 die Präzipitation von Calciumcarbonat unter dem Einfluss der löslichen 
organischen Matrix, die sie aus Schalen von Austern extrahiert hatten39. Dafür entwickelten 
sie Experimente, in denen sie Lösungen aus CaCl2  und NaHCO3  mischten und den pH-Wert 
beobachteten. Da es bei der Präzipitation von CaCO3 zu einem Absinken des pH-Wertes 
kommt, kann der Einfluss der löslichen Matrix nach deren Zugabe über das Verhalten des 
pH-Wertes beurteilt werden.  
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Folgende Gleichungen beschreiben diese Fällungsreaktion: 
 
             
          
    
    
     
     
 
 
        
          
 
Ohne Zugabe von Proteinen der löslichen Matrix kam es zu einer sofortigen Präzipitation von 
CaCO3. Eine Zugabe von löslicher Matrix mit einer Konzentration von 2,65 µg/ml bewirkte 
eine Verzögerung der Kristallbildung, die Präzipitationsrate änderte sich dabei nicht. Wurde 
lösliche Matrix in höherer Konzentration – 7,94 µg/ml. – dazugegeben, hatte das eine 
langfristige Inhibierung der Präzipitation zur Folge.  
 
Diese Präzipitationsexperimente wurden dahingehend ausgeweitet, dass über das 
beobachtete Absinken des pH-Wertes die Menge des Präzipitats und die Präzipitationsrate 
bestimmt werden konnten. Den experimentellen Aufbau zeigt Abb. 4.6: 
 
 
 
 
Abb.4.6: Versuchsaufbau der CaCO3 -Präzipitationsexperimente. 60 ml einer 20 mM 
NaHCO3 -Lösung wurden mit 0,5 ml 0,05 mM NaOH und 60 ml einer 20 mM CaCl2 -Lösung 
in einem 250 ml Becherglas gemischt und auf einem Magnetrührer während des gesamten 
Experiments mit konstanter Geschwindigkeit gerührt. Die leichte Trübung in dem Becherglas 
zeigt die beginnende Präzipitation von CaCO3  an. Der pH-Wert wurde über einen Zeitraum 
von 3600 s in 5 s – Intervallen mit dem pH-Meter gemessen und über den Computer mit 
IGORpro, einer Software zur Datenanalyse, aufgezeichnet.  
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Abb.  4.7: Beispiel eines Präzipitationsexperiments. 60 ml einer 20 mM NaHCO3 -Lösung mit 
0,5 ml  0,05 mM NaOH und 60 ml einer 20 mM CaCl2 -Lösung wurden gemischt. (a) 
Typische pH-Kurve eines Präzipitationsexperiments, aus der die Präzipitationsrate bestimmt 
wird. (b) Berechnete Menge von CaCO3 -Präzipitat und Präzipitationsrate. Typischerweise 
steigt die Präzipitationsrate sehr schnell auf einen Maximumwert und nimmt dann langsam 
bis zum Gleichgewicht (Löslichkeitsprodukt) ab. Das Maximum der Präzipitationsrate wurde 
als Vergleichsgröße zwischen den verschiedenen Experimenten  gewählt40 [Graphik 
adaptiert nach41]. 
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 Heinemann, F., M. Gummich, et al. (2010). "Modifications of CaCO3 precipitation rates by water-soluble 
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nacre." PhD Thesis department of Physics, University of Bremen. 
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Abb. 4.7 (a) zeigt den Verlauf des pH-Wertes bei einer Messung ohne Additive. Sofort nach 
dem Mischen der Lösungen sinkt der pH-Wert für einige Sekunden schlagartig und steigt 
dann wieder an. Während dieser Zeit ist die Lösung in einem metastabilen Zustand und nicht 
trüb. Nach bis zu mehreren hundert Sekunden beginnt der pH-Wert zu sinken und die 
Lösung wird trübe, was eine Präzipitaion von CaCO3  anzeigt. Die Präzipitationsrate steigt 
sehr schnell auf einen Maximumwert und nimmt dann langsam ab bis zum Gleichgewicht 
(Löslichkeitsprodukt).  
 
Die Präzipitationsexperimente wurden unter Zugabe von Proteinen der löslichen Matrix von 
Haliotis laevigata durchgeführt. Dabei handelte es sich um lösliche Perlmuttmatrixproteine, 
wie sie in Abschnitt 4.3 besprochen wurden und wie sie in Abb. 4.3 als Ergebnis der SDS-
PAGE zu sehen sind. Außerdem wurden Vergleichsexperimente mit 
biomineralisationsunspezifischen Proteinen (Lysozym und BSA) und ohne Additiv 
durchgeführt.  
Abb. 4.8 zeigt den Verlauf von pH-Kurven von vier verschiedenen 
Präzipitationsexperimenten. Der Verlauf der beiden pH-Kurven des Referenzexperimentes 
ohne Additiv und des Experiments mit 6 µg/ml BSA unterscheiden sich nur wenig 
voneinander. Der etwas geringere Abfall der pH-Kurve sowie der etwas höhere pH-Wert am 
Ende der Messung in dem Experiment mit BSA gegenüber dem Referenzexperiment ohne 
Additiv ist durch eine geringere Präzipitationsrate und einen höheren Wert des 
Löslichkeitsproduktes zu erklären.  
Dagegen hat die Zugabe von löslicher Perlmuttmatrix einen eindeutigen Effekt auf die 
Präzipitationsrate. Wurde lösliche Perlmuttmatrix in einer Konzentration von 1 µg/ml 
dazugegeben, wurde die Präzipitation von CaCO3 vollständig inhibiert und die Lösung blieb 
völlig ungetrübt. Selbst wenn die löslichen Perlmuttmatrixproteine zugegeben wurden 
nachdem die Präzipitation schon begonnen hatte (hier wurden lösliche 
Perlmuttmatrixproteine 300 s nach Beginn des Experiments in einer Konzentration von 
0,5 µg/ml zugegeben), konnte die Präzipitation von CaCO3 vollständig inhibiert werden und 
es fand keine Trübung der Lösung statt. Die leichte Steigung der pH-Kurven in diesen beiden 
Experimenten ist durch das Ausgasen von CO2  zu erklären.  
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Abb. 4.8: Zusammenstellung der pH–Kurven verschiedener repräsentativer Präzipitations-
experimente. Es wurden jeweils 60 ml 20 mM NaHCO3  mit 0,5 ml 0,05 mM NaOH und 60 ml 
einer 20 mM CaCl2 –Lösung zusammengegeben und gemischt. Die Experimente wurden mit 
verschiedenen Proteinen bzw. ohne Additiv durchgeführt. Die Kurven mit dem 
biomineralisationsunspezifischen BSA und ohne Additiv unterscheiden sich nur wenig. Die 
Proteine der löslichen organischen Matrix zeigen eine deutlich inhibierende Wirkung, selbst 
wenn sie erst nach Präzipitationsbeginn zugegeben werden42. [Graphik adaptiert nach43] 
 
In Abb. 4.9 sind die Messergebnisse einer Serie von Präzipitationsexperimenten mit 
Additiven in verschiedenen Konzentrationen aufgeführt. Diese wurden mit Proteinen der 
löslichen Perlmuttmatrix sowie mit BSA und Lysozym durchgeführt, die in verschiedenen 
Konzentrationen zu einer übersättigten CaCO3 -Lösung gegeben wurden. Außerdem wurden 
Referenzmessungen ohne Additiv vorgenommen. Für jedes Experiment wurde die maximale 
Präzipitationsrate als Vergleichsgröße gewählt.  
Die gestrichelte rote Linie repräsentiert das Ergebnis der Referenzexperimente ohne Additiv. 
Die Zugabe von Lysozym, einem Enzym, das als natürliches Antibiotikum die Zellwände von 
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Bakterien zerstört, indem es Polysaccharidketten hydrolisiert,  zeigt keine nennenswerte 
Auswirkung auf die beobachteten Präzipitationsraten von CaCO3. BSA (engl.: bovine serum 
albumin), ein Protein , das zum Transport wasserunlöslicher Stoffe im Blut in der Lage ist, 
Kationen, wie z.B. Ca2+, zu binden, zeigt in hohen Konzentrationen ab 10 µg/ml eine 
inhibitorische Wirkung.  
 
 
 
Abb. 4.9: Vergleich der maximalen Präzipitationsraten [M/s| in Anwesenheit von löslichen 
Perlmuttproteinen (schwarze Kreise), BSA (weiße Kreise) und Lysozym (weiße Rhomben). 
Es wurden jeweils 60 ml 20 mM NaHCO3  mit 0,5 ml 0,05 mM NaOH und 60 ml einer 20 mM 
CaCl2 –Lösung zusammengegeben und gemischt. Die Präzipitationsrate von 
Calciumcarbonat wurde dann aus den gemessenen pH-Werten bestimmt. Die Datenpunkte 
geben den Durchschnitt von mindestens sechs Messungen wieder. Die gestrichelten Linien 
repräsentieren die Referenzexperimente mit CaCO3 –Lösungen ohne Additive. In niedrigen 
Konzentrationen erhöhen die löslichen Perlmuttproteine die Präzipitationsrate um das bis zu 
1,5 – fache. In höheren Konzentrationen wirken die löslichen Perlmuttproteine stark 
inhibierend auf die CaCO3 –Präzipitation. Dieser Effekt wird besonders im Vergleich zum 
unspezifisch inhibierenden BSA deutlich. Dagegen hat Lysozym keinen oder nur einen sehr 
geringen Einfluss auf die Präzipitationsrate. [Graphik adaptiert aus44] 
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Die Proteine der unlöslichen Perlmuttmatrix zeigen dagegen in allen Konzentrationen einen 
sehr deutlichen Einfluss auf die Präzipitationsrate, wobei der beobachtete Effekt stark 
konzentrationsabhängig ist. Bei einer Konzentration von 0,02 µg/ml ist die Präzipitationsrate 
von CaCO3  um den Faktor 1,5 im Vergleich zu der Präzipitation in einer Lösung ohne Additiv 
verstärkt. Wird die Konzentration der löslichen Perlmuttmatrix erhöht, verringert sich die 
Präzipitationsrate jedoch immer weiter, bis es bei einer Konzentration von 1 µg/ml zu einer 
völligen Inhibierung der Präzipitation von CaCO3  kommt. 
Die konzentrationsabhängige Wirkung der Proteine der löslichen organischen Matrix wurde 
auch schon von Wheeler et al. bestätigt. Allerdings wurde dort die konzentrationsabhängige 
Inhibierung der CaCO3 –Präzipitation durch Erhöhung der Proteinkonzentration festgestellt, 
der Einfluss niedriger Konzentrationen im Bereich von 0,02 µg/ml wurde nicht untersucht. 
In übersättigter CaCO3 –Lösung mit löslichen Perlmuttmatrixproteinen in einer Konzentration 
von nur 1 µg/ml fand eine vollständige Inhibierung der Präzipitation von CaCO3  statt. Das 
bedeutet, dass einzelne Proteine der Gesamtheit aller Proteine der löslichen Perlmuttmatrix 
in noch geringerer Konzentration in der Lage sein müssen, diese Inhibierung zu bewirken. 
Möglicherweise müssen einzelne Proteine aber auch zusammenwirken um ihre Funktion für 
das Schalenwachstum auszuüben. Eine Untersuchung, die diese Vermutung unterstützt, 
wurde mit Proteinen aus dem Perlmutt von Austern gemacht45  
In vivo besteht die Funktion des inhibitorischen Effekts der löslichen Perlmuttmatrixproteine 
möglicherweise darin, unkontrolliertes CaCO3 –Kristall-wachstum in der extrapallialen 
Flüssigkeit oder an den Wachstumsflächen während der Bildung von Perlmutt zu verhindern. 
Die Extrapallialflüssigkeit hat im Vergleich zu den experimentellen Bedingungen eine 
geringere CaCO3 –Sättigung
46, so dass der inhibitorische Effekt in vivo möglicherweise noch 
stärker ist.  
In geringen Konzentrationen von Proteinen der löslichen Perlmuttmatrix überwiegt der 
kristallisationsbeschleunigende Effekt. Dieser hat bei einer Konzentration von 0,02 µg/ml 
sogar den Faktor 1,5 (Abb. 4.9). Möglicherweise ist die Dominanz von 
kristallisationsbeschleunigenden Proteinen einerseits oder inhibitorischen Proteinen 
andererseits konzentrationsabhängig. Nach dieser Interpretation sind 
kristallisationsbeschleunigende Komponenten der löslichen Perlmuttmarix so lange aktiv, bis 
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 Matsushiro, A., T. Miyashita, et al. (2003). "Presence of Protein Complex is Prerequisite for Aragonite 
Crystallization in the Nacreous Layer." Marine Biotechnology 5(1): 37 -44. 
46
 Crenshaw, M. A. (1972). "The Inorganic Composition of Mollusc Extrapallial Fluid." Biological Bulletin 
143(3): 506-512. 
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es bei einer Erhöhung der Konzentration zur Dominanz der inhibitorischen Komponenten 
kommt und diese die Nukleationskeime und damit das Perlmuttwachstum blockieren47. 
Eine andere Interpretation der Konzentrationsabhängigkeit wurde bei AFM-Experimenten mit 
asparaginsäurereichen Peptiden gemacht. Elhdaj et al.48 konnten zeigen, dass die Peptide in 
Abhängigkeit von ihrer Konzentration sowohl eine beschleunigende als auch eine 
inhibierende Wirkung auf das Kristallwachstum einer Calcitoberfläche haben konnten. 
Geringe Peptidkonzentrationen hatten eine beschleunigende Wirkung auf die Kristallisation, 
während die Kristallisation bei höheren Konzentrationen inhibiert wurde. Das Maß der 
Beschleunigung nahm dabei mit zunehmender negativer Nettoladung und steigender 
Hydrophilie der Peptide zu. Elhadj et al. 49. vermuten, dass saure Peptide eher mit dem 
CaCO3  wechselwirken. Mit steigender Peptidkonzentration kommt es zu einer zunehmenden 
Blockierung der Kristallstufen durch Peptidmoleküle und damit zu einer Inhibierung des 
Kristallwachstums. 
Das bedeutet, dass die Wirkungsweise der Proteine möglicherweise nicht nur bestimmten 
Funktionen zugeordnet werden kann, sondern dass diese Funktionen auch 
konzentrationsabhängig vorliegen. 
 
 
4.3 Proteinfraktion der unlöslichen organischen Matrix 
 
Als unlösliche organische Matrix wird der Teil des Perlmutts verstanden, der nach der 
Demineralisation übrig bleibt. Dieser besteht aus Chitin und damit assoziierten Proteinen und 
hat einen Anteil von 1,59%. Dieser Wert wurde durch eine Bestimmung der Trockenmasse 
von in 6% Essigsäure demineralisierter organischer Matrix ermittelt (siehe Abschnitt 3.2.4). 
Das liegt in der Größenordnung von Werten aus der Literatur und Werten, die zuvor am 
Institut für Biophysik ermittelt worden sind. Diese liegen zwischen z. B. 0,5%50, 1 – 5%51I 
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oder 1,6%52 In diesem Zusammenhang wurde auch das Verdrängungsgewicht von Perlmutt 
in deionisiertem Wasser bestimmt. Darüber konnte das Volumen der unlöslichen 
organischen Matrix berechnet werden. 
 
Die Proteinfraktion der unlöslichen Matrix wird von den Proteinen gebildet, die auch nach der 
Demineralisation mit der unlöslichen organischen Matrix verbunden bleiben. Diese Proteine 
konnten durch Aufkochen in einem denaturierenden Laemmli-Puffer53 mit SDS und DTT in 
Lösung gebracht und durch SDS-PAGE sichtbar gemacht werden. Ein typisches 
Polyacrylamidgel einer SDS-PAGE von Proteinen der unlöslichen organischen Matrix ist in 
Abb. 4.10 gezeigt. 
 
Abb. 4.10: SDS – PAGE der unlöslichen organischen Matrix. „M“ zeigt die Markerproteine 
mit den dazugehörigen Molekulargewichten. „UL“ zeigt die Proteine, die mit Laemmlipuffer 
von der organischen Matrix gelöst wurden. Die Proteine der löslichen organischen Matrix 
sind auch hier zu finden. Dazu gehört auch Perlucin, das charakteristischerweise mit einer 
doppelten Bande auftritt. In der Proteinfraktion der unlöslichen organischen Matrix ist die 
obere Bande mit dem ca.21 kDa Perlucin deutlich stärker konzentriert. 
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Um zu beurteilen, ob auf diese Weise sämtliche Proteine von der unlöslichen Matrix gelöst 
werden können, wurde eine Kontrolle mit einem denaturierenden Puffer nach Laemmli 
durchgeführt. Unlösliche organische Matrix („Chitinflakes“) wurden in diesem Puffer, der (wie 
der Laemmli-Puffer) SDS und DTT enthielt, aufgekocht. Durch diese Behandlung sollten alle 
Proteine, die auch nach der Demineralisation in Essigsäure noch an die Chitinmatrix 
gebunden waren, abgelöst werden. Danach wurden die Proben zentrifugiert. Mit 20 µl des 
Überstands, in dem nun die Proteine der unlöslichen Matrix enthalten waren, wurde eine 
SDS-PAGE durchgeführt. Dafür wurden die Chitinflakes gewaschen und dann für eine SDS-
PAGE mit Laemmli-Puffer behandelt. Es zeigte sich, dass durch eine Behandlung mit 
denaturierendem Puffer nahezu alle Proteine von der unlöslichen Matrix entfernt werden und 
durch SDS-PAGE sichtbar gemacht werden können. Durch eine weitere Behandlung der 
deproteinierten Probe mit Laemmli-Puffer können in der SDS-PAGE so gut wie keine 
Proteine mehr nachgewiesen werden. Dies ist in Abb. 4.11 zu sehen, in der typische 
Ergebnisse einer SDS-PAGE von nativer (N) und deproteinierter (DP) organischer 
Aragonitmatrix gegenübergestellt sind. 
 
 
 
 
Abb. 4.11: Ergebnis einer SDS-PAGE von nativer (N) und deproteinierter (DP) organischer 
Aragonitmatrix. „M“ zeigt die Markerproteine mit den dazugehörigen Molekulargewichten. „N“ 
zeigt die Proteine der nativen Matrix, die mit einem SDS- und DTT-haltigem Puffer abgelöst 
wurden. „DP“ zeigt die mit diesem Puffer deproteinierte organische Matrix.  
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4.4 Proteomanalyse 
 
Die schnelle Entwicklung und Verbreitung neuer experimenteller Methoden in den letzten 
zehn bis zwanzig Jahren machen es möglich, eine große Menge von Daten über molekulare 
Bestandteile von Zellen und ihren Aktivitäten zu erzeugen. Damit können Informationen über 
die Gesamtheit des genetischen Material (Genom), der transkribierten Gene (Transkriptom) 
und der translatierten Protein (Proteom) gewonnen werden. 
 
Bei der Analyse des Genoms geht es um die Sequenzierung der gesamten DNA eines 
Organismus. Im Gegensatz zum Genom sind Transkriptom und Proteom nicht statisch. Hier 
geht es darum, welche Genprodukte in einem bestimmten biologischen Zusammenhang 
tatsächlich exprimiert werden. 
Proteomanalysen sind wichtig um zu verstehen, wie ein Genom agiert und welche 
biochemischen Fähigkeiten es besitzt. Eine Transkriptomanalyse gibt zwar einen genauen 
Hinweis auf die aktiven Gene eines Organismus, sagt aber weniger über die exprimierten 
Proteine aus. Ein Grund dafür ist, dass nicht nur die vorhandene Menge an mRNA den 
Proteingehalt beeinflusst, sondern auch die Geschwindigkeit, mit der die mRNA in Proteine 
translatiert wird. Außerdem ist das Proteinprodukt der Translation häufig erst nach einer 
posttranslationalen Modifikation funktionell aktiv.  
Eine Proteomanalyse ist also eine systematische funktionelle Genomanalyse, bei der es 
weniger um das gesamte Proteom eines Organismus geht, als vielmehr um die quantitative 
Charakterisierung des Protein-Inventars eines bestimmten biogenen Materials – wie es 
Biomineralien sind – zu einem bestimmten Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen. 
 
Die Proteomanalysen wurde von Dr. Karlheinz Mann am MPI für Biochemie in 
Martinsried, Abteilung Proteomics und Signaltransduktion mit Hilfe der Massen-spektrometrie 
(MS) und Datenbanksuche zur Proteinidentifikation durchgeführt. Dabei werden 
experimentell gewonnene Spektren mit theoretischen Massenspektren von Proteinen einer 
Proteindatenbank (z.B. UniProt, universal protein database) verglichen. Eine De-Novo-
Sequenzierung, mit der neue, bisher nicht erfasste Proteine gefunden werden können, wird 
im Laufe dieses Jahres erwartet. Es wurden immer drei „technical replicates“ durchgeführt, 
also jeweils drei Experimente mit derselben Probe. 
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4.4.1 Matrixextraktion und Charakterisierung der Proteine durch SDS-PAGE 
 
Die Vorbereitung des Aragonit- und Calcitschalenmaterials für die Analyse des Proteoms 
wurde wie in Abschnitt 4.1.1 und 4.1.2 beschrieben ausgeführt. Schalenaußenseiten wurden 
gründlich gereinigt und Aragonit- und Calcit-schalenmaterial wurden sorgfältig voneinander 
getrennt. Das Schalenmaterial wurde zerkleinert und in 12% Essigsäure demineralisiert, um 
die organische Matrix zu erhalten. Diese wurde dann lyophilisiert und an das MPI in 
Martinsried geschickt. 
Es wurden im Zeitraum dieser Arbeit drei verschiedene Präparationen durchgeführt, bei 
denen versucht wurde, die Bedingungen für die Proteomanalyse weiter zu optimieren.  
Für die 1. Präparation wurden die lösliche und die unlösliche organische Matrix in einem 
gemeinsamen Ansatz präpariert und untersucht. Dagegen wurden für die 2. und 3. 
Präparation lösliche und unlösliche organische Matrix nach der Demineralisation getrennt 
voneinander weiter bearbeitet. So konnte untersucht werden, ob Proteine detektiert werden 
können, die in einer der beiden Fraktionen angereichert vorkommen. Weitere Unterschiede 
bei der Präparation wurden bei der Behandlung mit NaOCl gemacht. Dieses wirkt stark 
mikrobizid und wird eingesetzt, um organische Verunreinigungen auf der 
Schalenmaterialoberfläche zu entfernen. Es befindet sich immer organisches Material auf 
der Schalenoberfläche. Dieses kann von der Schnecke selbst kommen, da diese ja vor ihrem 
Tod fest mit der Schale verbunden war. Aber auch Reste von anderen Organismen, wie z.B. 
Algen oder Würmern, können noch auf der Schalenoberfläche haften. Die Proteine, die sich 
in diesen organischen Resten befinden, sollen möglichst gründlich entfernt werden, da sie 
nicht zum biomineralisierenden Proteom bzw. zu artfremden Organismen gehören. 
Andererseits soll natürlich die organische Matrix des Schalenmaterials durch das NaOCl nur 
so weit wie unbedingt nötig beeinflusst werden. Vorversuche mit kleineren Schalenstücken, 
die zwischen 10 Min und 2 h mit 4% NaOCl inkubiert wurden, haben gezeigt, dass sich bei 
einer längeren NaOCl-Behandlung die Aragonitoberfläche anlöst. Außerdem sind die Stücke 
deutlich stärker gebleicht und weißlich verfärbt. Das gilt auch für die Calcitoberfläche, auch 
wenn das Material nicht angelöst scheint. 
Bei der 1. Präparation wurde das Aragonitschalenmaterial zwei Minuten lang in NaOCl 
inkubiert; dies entspricht der Dauer, mit der für bisherige Untersuchungsmethoden in der 
Arbeitsgruppe des Instituts für Biophysik gute Erfahrungen gemacht wurden. 
Beim Calcitschalenmaterial wurde bei der 1. Präparation auf eine NaOCl-Behandlung völlig 
verzichtet. Da diese Schicht sehr dünn und die Oberfläche porös ist, sollte vermieden 
werden, dass NaOCl eindringen und die organische Matrix beeinflussen kann. 
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Bei der 2. und 3. Präparation wurden sowohl das Aragonit- als auch das 
Calcitschalenmaterial zwei Stunden lang in NaOCl-Lösung inkubiert, bei der 3. Präparation 
wurde nach 60 Min zusätzlich die NaOCl-Lösung erneuert sowie zu Beginn jeder Stunde 
eine 5-minütige Ultraschallbehandlung durchgeführt. 
Zum jetzigen Zeitpunkt liegen die Ergebnisse für die 1. und 2. Präparation vor, das Ergebnis 
der Proteomanalyse der 3. Präparation steht noch aus. Somit können hier die Ergebnisse 
der 1. und 2. Präparation diskutiert werden. Ein Vergleich beider Analysen ist allerdings nur 
sehr begrenzt möglich, da sich die beiden Präparationen in mehreren Parametern 
unterscheiden: Bei der 1. Präparation war die Menge des eingesetzten 
Calcitschalenmaterials geringer (4,3 g und 10 g), lösliche und unlösliche organische Matrix 
wurden zusammen analysiert, während sie bei der 2. Präparation getrennt wurden und es 
gab die im vorigen Absatz beschriebenen Unterschiede bei der NaOCl-Behandlung.  
 
Die SDS-PAGEs der extrahierten Matrices für die Proteomanalyse (lösliche und unlösliche 
Aragonitfraktion, lösliche und unlösliche Calcitfraktion) sind in Abb. 4.12 gezeigt. Die 
Aragonitfraktionen stellen sich dar, wie man es nach den Beschreibungen in den Abschnitten 
4.2 und 4.3 erwartet. Es sind verschiedene Proteinbanden zu erkennen. Einige von ihnen 
sind bereits bekannte und sequenzierte Proteine. Dazu gehören Perlucin (bei ca.17 und 
21 kDa), Perlwapin (ca. 10 kDa) und Perlustrin (ca. 14 kDa). Nicht alle angefärbten Banden 
können bereits identifizierten biomineralisierenden Proteinen zugeordnet werden.  
Das Ergebnis der SDS-PAGE der unlöslichen organischen Matrix der Calcitfraktion weist 
mehrere Proteinbanden auf. Ober- und unterhalb des 30 kDa Markerproteins sind zwei 
konzentrierte Banden zu sehen, von denen die untere das ca. 21 kDa schwere Perlucin sein 
könnte. Bei der SDS-PAGE der löslichen Calcitfraktion sind nur feine Proteinbanden 
erkennbar. Der Grund hierfür ist unklar, da hier jedoch nur Aragonitproteine weiter untersucht 
werden sollen, wird für Funktionsanalysen nicht intensiv auf die Calcitfraktion eingegangen. 
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Abb. 4.12: Ergebnis einer SDS-PAGE der löslichen (S) und unlöslichen (I) Matrices von 
Aragonit (Nacre)- und Calcit (Prismatic)- Schalenmaterial. Das Molekulargewicht der 
Standardproteine ist auf der linken Seite in kDa angegeben. Es wurden jeweils 200 µg Matrix 
pro Geltasche aufgetragen. Die SDS – PAGE wurde von Dr. KH Mann, MPI Martinsried 
erstellt. 
 
 
4.4.2  Proteomanalyse der löslichen und unlöslichen Aragonit- und  
  Calcitfraktionen 
 
Für eine Proteomanalyse werden Proteine üblicherweise zunächst elektrophoretisch 
separiert. Um die Proteine zu identifizieren, werden interessierende Proteinbanden („Spots“) 
aus dem Gel ausgeschnitten und proteolytisch verdaut. Danach werden die entstandenen 
Peptidfragmente aus der Gelmatrix eluiert und massenspektrometrisch analysiert. Neben 
dem gel-basierten Verfahren gibt es aber auch die Möglichkeit, Proteomanalysen gel–frei 
durchzuführen. Für alle Fraktionen, in denen in der SDS-PAGE Proteinbanden zu sehen 
waren, wurde das übliche in-Gel Verfahren durchgeführt, bei der löslichen Calcitfraktion 
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wurde dagegen ein Gel-freier Ansatz angewendet. Die Proteomanalysen wurden von Dr. 
Karlheinz Mann am MPI in Martinsried durchgeführt. 
Bei der 1. Präparation wurde zwischen Proteinen aus der Aragonitfraktion und Proteinen aus 
der Calcitfraktion unterschieden. In der Perlmuttfraktion wurden 135 Proteine gefunden, in 
der Clacitfraktion 98 Proteine. Insgesamt wurden 163 verschiedene Proteine gefunden. 69 
Proteine davon kommen sowohl im Perlmuttanteil als auch im Calcitanteil vor. Im 
Calcitschalenmaterial wurden 29 Proteine nachgewiesen, die im Perlmuttschalenmaterial 
nicht auftauchen. Umgekehrt enthält die Menge der Perlmuttproteine 66 verschiedene 
Proteine, die im Calcitschalenmaterial nicht nachgewiesen wurden.  
Bei der Proteomanalyse der 2. Präparation wurde die organischen Matrices aus dem 
Perlmutt- und dem Calcitschalenmaterial noch weiter aufgetrennt. Dieses wurde deshalb 
gemacht, weil sich gezeigt hatte, dass das unlösliche Material das lösliche zu stark 
„verdünnt“, wodurch einige, in Spuren vorkommende Proteine nicht detektiert werden 
konnten. Deshalb sollten lösliche und unlösliche Matrix von Anfang an getrennt und 
unabhängig voneinander präpariert werden 
Im Perlmuttanteil wurden insgesamt 90 Proteine identifiziert, 89 davon wurden in der 
löslichen organischen Matrix gefunden und 28 konnten auch bei der unlöslichen organischen 
Matrix identifiziert werden.  
Aus dem Calcitschalenmaterial konnten 105 verschiedene Proteine identifiziert werden. Hier 
enthält die unlösliche organische Matrix 103 verschiedene Proteine, in der löslichen 
organischen Matrix sind es 21 verschiedene Proteine. Zwei Proteine wurden nur in der 
löslichen aber nicht in der unlöslichen organischen Matrix nachgewiesen. 
Insgesamt wurden im Perlmutt- und Calcitschalenmaterial 140 unterschiedliche Proteine 
gefunden, 55 Proteine davon kommen in beiden Schalenfraktionen gemeinsam vor. Im 
Calcitschalenmaterial wurden 50 Proteine gefunden, die in der Perlmuttfraktion nicht 
auftauchen. Umgekehrt enthält die Menge der Perlmuttproteine 35 verschiedene Proteine, 
die in der Calcitfraktion nicht nachgewiesen werden konnten. Eine vollständige Auflistung 
aller identifizierten Proteine befindet sich im Anhang am Ende der Arbeit. 
 
 
4.4.2.1 Intrazelluläre Proteine und Membranproteine 
 
Ein großer Teil der bei den Proteomanalysen gefundenen Proteine sind intrazelluläre 
Proteine und Membranproteine, also Proteine, denen bei der Mineralisation der 
Schneckenschale bei einer ersten Betrachtung keine direkte Funktion zugeordnet werden 
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kann. Wie lässt sich deren Vorhandensein im Proteom der organischen Matrices der 
Schneckenschale erklären? Die Mineralisation der Schneckenschale findet in einem 
flüssigkeitsgefüllten Raum statt, dem Extrapallialraum. Dieser ist auf der Seite des Tieres 
durch das Mantelepithel von Zellen begrenzt und enthält die Extrapallialflüssigkeit. 
Grundsätzlich kann man davon ausgehen, dass im Extrapallialraum auch nicht-
mineralisierende Proteine enthalten sein können. Es wäre denkbar, dass auf der 
Zelloberfläche membranständige Proteine von im Biomineralisationsraum vorhandenen 
Proteasen abgespalten werden und so in die Flüssigkeit gelangen. Außerdem verlassen 
zusammen mit den Biomineralisationsproteinen wahrscheinlich auch andere Proteine, die im 
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums oder des Golgi-Apparates vorhanden sind, die 
Zellen und gelangen so in den Biomineralisationsraum. Auch Zellen, die absterben und ihren 
Inhalt freigeben, können eine Quelle für intrazelluläre Proteine sein.  
Die Beobachtung, dass eine große Anzahl von unterschiedlichen Proteinen in Biomineralien 
enthalten ist, wurde zuvor auch schon bei Proteomanalysen von organischen Matrices aus 
anderen Biomineralien festgestellt, so zum Beispiel bei der Hühnereierschalenmatrix54, bei 
der Untersuchung des Proteoms von Seeigelstacheln55 , sowie der Proteomanalyse der 
Schalenmatrix von Lottia gigantea,  
einer Napfschnecke56. 
Als Ursprung dieser Proteine, die nicht spezifisch für die Biomineralisation sind, kommt 
entweder eine Kontamination der Schalenoberfläche in Frage oder die Möglichkeit, dass 
solche Proteine während des Mineralisationsprozesses eingeschlossen werden. Bei der 
2. Präparation, bei der die Schneckenschalen einer längeren NAOCl-Behandlung unterzogen 
wurde, wurden insgesamt 14% weniger Proteine gefunden. Das deutet darauf hin, dass 
durch die intensivere NaOCl-Behandlung Proteine entfernt werden können, die an der 
Oberfläche haften, aber nicht zum biomineralisierenden Proteom gehören. Allerdings war bei 
der 2. Präparation die Menge der Proteine, die im Calcitschalenmaterial gefunden wurde, 
etwas größer als bei der 1. Präparation. Dies muss nicht unbedingt eine höhere 
Kontamination der Schalenoberfläche bedeuten, sondern könnte auch mit der größeren 
Menge des untersuchten Materials zusammenhängen; es wurden bei der 2. Präparation 10 g 
statt 4,3 g Material eingesetzt. 
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 Mann, K., E. Edsinger-Gonzales, et al. (2012). "In-depth proteomic analysis of a mollusc shell: acid-soluble 
and acid-insoluble matrix of the limpet Lottia gigantea." Proteome Science 10(28). 
 67 
Bei der Napfschnecke Lottia gigantea, deren Schale kein Perlmutt besitzt, wurden 
inzwischen Proteomanalysen von löslicher und unlöslicher organischer Matrix von 
Schalenmaterial miteinander verglichen, das zuvor auf verschiedene Weise gereinigt worden 
war57. Die Schalen wurden bei Raumtemperatur entweder für 2 h in NaOCl inkubiert (A), für 
2 h in NaOCl inkubiert mit zusätzlicher Ultraschallbehandlung von 5 Min. zu Beginn jeder 
Stunde (B) oder 24 h in NaOCl inkubiert mit je 5 Min. Ultraschall am Anfang und am Ende. 
Dabei zeigte sich, dass etwa 28% der Proteine der löslichen Matrix und 21% der unlöslichen 
Matrix in Ansatz A, aber nicht in B und C identifiziert werden konnten. Die Unterschiede 
zwischen den Ansätzen B und C waren weniger klar. Das Ergebnis deutet aber darauf hin, 
dass wenigstens ein Teil der intrazellulären Proteine und der Membranproteine durch 
Kontamination der Schalenoberfläche in das Proteom gelangen. 
Die Methode der Oberflächenreinigung scheint also eine große Rolle zu spielen. Neben der 
Desinfektion mit NaOCl scheint die Behandlung mit Ultraschall eine weitere Option zu sein. 
Überwiegend ist die große Anzahl von intrazellulären Proteinen und Membranproteinen 
vermutlich damit zu erklären, dass diese in die Schale einmineralisiert werden. 
Möglicherweise adhärieren sie unspezifisch an die Schalenoberfläche und werden durch 
Ablagerungen von entweder Perlmutt oder Calcit überwachsen, wenn Schalenwachstum 
stattfindet. So ist ihr Vorhandensein zufällig und hat keinen Einfluss auf das 
Schalenwachstum.  
 
 
 
Perlmutt enthält außer der typischen Plättchenstruktur mit interlamellaren organischen 
Zwischenschichten auch verschieden dicke Schichten aus blockartigem Aragonit, die keine 
strukturierte Orientierung aufweisen (Abb. 4.13). Diese blockartigen Aragonitschichten treten 
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 Mann, K., E. Edsinger-Gonzales, et al. (2012). "In-depth proteomic analysis of a mollusc shell: acid-soluble 
and acid-insoluble matrix of the limpet Lottia gigantea." Proteome Science 10(28). 
Abb. 4.13: SEM-Aufnahme eines Querschnitts 
durch Perlmutt. Zwischen dem Perlmutt mit der 
typischen Plättchenstruktur mit interlamellaren 
organischen Schichten befinden sich blockartige 
Aragonitschichten, die keine strukturierte 
Orientierung aufweisen. Diese scheinen wenig 
organisches Material zu enthalten. 
Die SEM-Aufnahme wurde von Katharina Gries, 
Institut für Biophysik, Universität Bremen, 
angefertigt. 
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als Abschlussschicht auf der dem Tier zugewandten Seite auf oder auch als 
Zwischenschichten innerhalb des Perlmutts58, 59. Innerhalb dieser blockartigen Struktur 
befinden sich dünne organische Schichten, die aber im Vergleich zu der interlamellaren 
Matrix zwischen den Aragonitplättchen weniger organisches Material zu enthalten 
scheinen60. Während der Bildung dieser Schichten scheint weniger oder sogar kein 
organisches Material von der Schnecke sekretiert zu werden. Damit scheint es möglich, dass 
in diesen Schichten der Anteil der zufällig einmineralisierten intrazellulären Proteine 
gegenüber denen, die einen Einfluss auf die Biomineralisation haben, überwiegt. 
 
 
4.4.2.2 Biomineralisierende Proteine 
 
Folgende Proteine, die als biomineralisierend bekannt sind, wurden bei den 
Proteomanalysen der Schalenmatrices identifiziert: 
Perlucin, Perlustrin, Perlwapin, Lustrin A, AP24, eine Variante der Familie der Perlucine, 
sowie Perlbikunin. Ein weiteres biomineralisierendes Protein, das identifiziert wurde, ist 
Ferritin. 
Ferritin ist ein Eisenspeicherprotein, das in allen Organismen von Bakterien bis zum 
Menschen zu finden ist. Ferritinpolypeptide bilden eine kugelförmige Hülle, in denen Eisen 
als Eisenoxid-Hydroxid-Komplex gespeichert wird61. Es hat keine Funktion beim Wachstum 
von Molluskenschalen und wird deshalb im Folgenden nicht weiter behandelt.  
Die anderen Proteine sind bereits aus Schalen von Haliotis aufgereinigt und entweder durch 
cDNA –Sequenzierung oder Proteinsequenzierung bekannt. 
 
Perlucin ist ein ca. 18 kDa schweres Protein mit 155 Aminosäuren. Außerdem gibt es noch 
mehrere Varianten, die ein anderes Molekulargewicht besitzen. Die prominenteste ist eine 
Variante mit etwa 21 kDa, die in Schalenpräparationen aus Haliotis laevigata eng assoziiert 
mit dem 18 kDa Perlucin auftritt (siehe Kapitel 4.5.4 HPLC). Die Sequenz der ersten ca. 130 
Aminosäuren deutet darauf hin, dass Perlucin ein Lectin vom C-Typ ist. Diese Proteine 
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besitzen eine Domäne, die für eine calciumabhängige Kohlenhydratbindung verantwortlich 
ist. D.h., dass die Kohlenhydratbindung nur im Beisein von Ca2+ -Ionen möglich ist. Perlucin 
ist vermutlich stark mit der Chitinmatrix assoziiert. In CaCO3 –Kristallisations-experimenten 
zeigte sich, dass Perlucin Nukleationskeime stabilisiert und die Wachstumsgeschwindigkeit 
von Calciumcarbonatkristallen steigert62 , 63. 
 
Perlustrin hat ein Molekulargewicht von 13 kDa und 84 Aminosäuren. Es scheint keinen 
Einfluss auf das Kristallisationsverhalten zu haben. Das Protein zeigt eine 40%ige 
Homologie mit der N-terminalen Domäne der insulinähnlichen Wachstumsfaktor-
Bindungsproteine (IGFBPs) von Säugetieren.  
Es bindet in vitro an insulinähnliche Wachstumsfaktoren (IGFs)64. Möglicherweise spielt es 
eine Rolle bei der Kontrolle der Proliferation von Mantelepithelzellen65.  
 
Perlwapin besteht aus 134 Aminosäuren und ist ca. 14 kDa schwer. Es besitzt drei 
Sequenzwiederholungen von etwa 40 Aminosäuren mit einer sehr großen Ähnlichkeit zu 
sogenannten WAP (whey acidic protein) Domänen vieler Proteine. Diese Ähnlichkeit zu den 
WAP-Domänen, die dadurch charakterisiert sind, dass sie vier Disulfidbrücken aufweisen, ist 
der Grund für die Namensgebung des Proteins. Perlwapin hat einen starken inhibitorischen 
Effekt auf das Wachstum von CaCO3 –Kristallisation. In AFM-Experimenten inhibiert 
Perlwapin in Anwesenheit einer gesättigten CaCO3-Lösung das Kristallwachstum, indem es 
an die Stufen von Calcitkristallen bindet66. 
 
Lustrin A ist das größte der bisher entdeckten Perlmuttproteine. Das durch cDNA-
Sequenzierung charakterisierte Protein 1428 Aminosäuren und ein Molekulargewicht von 
116 kDa. Ein nativer Polypeptidabschnitt, der aus der Schale von Haliotis rufescens 
extrahiert wurde, hat ein Molekulargewicht von 65 kDa. Lustrin A enthält zehn hoch 
konservierte Cystein-reiche Domänen, die wiederum acht Prolin-reiche Domänen 
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enthalten67. Möglicherweise ist Lustrin A ein Linker-Protein zwischen Mineral und Protein 
und/oder Chitin in der interlamellaren Matrix68.  
 
AP24 ist ein 24 kDa schweres Protein, das zusammen mit AP7, einem Protein mit einem 
Molekulargewicht von 7 kDa, zum ersten Mal aus dem Perlmutt von Haliotis rufescens 
extrahiert wurde. Die Aminosäuresequenz dieser Proteine wurde aus der cDNA – Bibliothek 
aus dem Mantelepithel von Haliotis rufescens abgeleitet.  Experimente mit Proteinfraktionen, 
die konzentriert diese beiden Proteine enthielten, lassen vermuten, dass die Proteine einen 
Einfluss auf das Kristallwachstum von Calciumcarbonat haben69.  
 
Perlbikunin ist ein kleines Protein, das in geringer Konzentration (ca. 0,1 µg/Schale) in der 
löslichen organischen Matrix vom Perlmutt von Haliotis laevigata nachgewiesen wurde. Eine 
Sequenzanalyse der ersten 65 Aminosäuren zeigte eine vollständige Proteinaseinhibitor-
Domäne vom Kunitz-Typ und einen Teil einer zweiten der für Bikunine charakteristischen 
zwei Kunitz-Typ-Domänen. Dadurch erwies sich das Protein als ein Bikunin, was zur 
Namensgebung Perlbikunin führte. Es wird vermutet, dass Perlbikunin die Stabilisation der 
organischen Matrix  beeinflusst und Mineralisationsprozesse kontrolliert. [Karlheinz Mann, 
MPI für Biochemie, Martinsried, persönliche Mitteilung] 
 
In der Tabelle (Tab. 1) sind alle biomineralisierenden Proteine, die bisher aus der 
organischen Matrix der Schale von Haliotis-Arten identifiziert  werden konnten, zusammen 
mit den Ergebnissen der Proteomanalyse aufgeführt. Ganz eindeutig ist Perlucin die 
Hauptkomponente der Proteine der organischen Matrix. Das gilt sowohl für die Aragonit- als 
auch für die Calcitfraktion. Auch Perlwapin ist stark vertreten. AP24 taucht in fast allen der 
untersuchten Fraktionen auf und fehlt nur in der Fraktion mit den löslichen Proteinen aus 
Calcit. 
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Anzahl der detektierten Peptide (unique peptides) 
 Protein Calcitmatrix Aragonitmatrix 
  1. 
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n 
2. 
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1. 
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Präparation 
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Perlucin 12 15 7 18 18 20 
Perlucinvariante 1 - -  - 1 
Perlustrin 1 - - 1 - 2 
Perlwapin - 6 2 - 6 13 
Lustrin A 1 1 1 1 - 1 
AP24 2 2 - 2 2 2 
Perlbikunin 1 2 -  - 2 
AP7 - - - - - - 
AP8 α,β - - - - - - 
Perlinhibin - - - - - - 
 
 
Tab.1: Aufstellung der Proteine, die aus der organischen Matrix des Perlmuttanteils von 
Schalen verschiedener Haliotis-Arten isoliert worden sind. Alle Proteine, die mit „Perl“- 
beginnen, wurden aus dem Perlmutt von H.laevigata isoliert, die anderen aus H. rufescens. 
Die Vorsilbe „Perl-„ zeigt an, dass das Protein in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Monika Fritz 
gefunden und benannt wurde.  
Die Zahlen geben die Anzahl der detektierten Peptide („unique peptides“) an, über die ein 
Protein bei der Proteomanalyse identifiziert worden ist. Die jeweils ersten Spalten der Calcit- 
bzw. Aragonitmatrix zeigen die Ergebnisse der Proteomanalyse der 1. Präparation, bei der 
die lösliche und die unlösliche organische Matrix gemeinsam untersucht wurden. Die 
anderen Spalten zeigen die Ergebnisse der Proteomanalyse der 2. Präparation für die 
lösliche und unlösliche organische Matrix. Hier wurden beide Matrices getrennt bearbeitet. 
 
Andere Proteine, die schon vorher in Perlmuttfraktionen gefunden wurden, konnten dagegen 
durch die Proteomanalyse nicht nachgewiesen werden. Dazu gehören die  sauren Proteine 
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AP8 α und AP8 β, die aus der löslichen Matrix von Haliotis rufescens gewonnen wurden70 
Sie konnten nicht identifiziert werden, weil ihre Aminosäuresequenz noch nicht bekannt ist.  
Auch Perlinhibin, das aus Schalen von Haliotis laevigata isoliert werden konnte, ist durch die 
Proteomanalyse nicht identifiziert worden. AP7, das zusammen mit AP24 im Perlmutt von 
Haliotis rufescens entdeckt wurde, konnte ebenfalls durch die Proteomanalyse nicht in den 
untersuchten organischen Matrices identifiziert werden. Möglicherweise hängt dies mit der 
geringen Größe dieser Proteine zusammen oder die Proteine lagen in den untersuchten 
Fraktionen in zu geringer Konzentration vor. Es wäre auch denkbar, dass diese Proteine 
sehr oberflächenaktiv sind und während der Präparation verlorengehen, indem sie an 
unspezifische Oberflächen binden. Solche Oberflächen könnten z.B. Dialyseschläuche oder 
Präparationsgefäße sein.  
Den Aragonitproteinen (AP steht für „aragonite protein“) AP7 und AP8 α und β ist 
gemeinsam, dass es sich um sehr saure Proteine handelt. Möglicherweise benötigen diese 
Proteine andere Präparationsbedingungen.  
 
 
4.4.3  Ergebnisse der Proteomanalyse 
 
Die Daten aus der Proteomanalyse zeigen, dass die organische Schalenmatrix von Haliotis 
laevigata sehr komplex ist. Ein großer Teil der identifizierten Proteine spielt wahrscheinlich 
keine Rolle bei der Bildung der Schale. Viele der Proteine aus dem Cytoplasma sind 
vermutlich als „Beiprodukt“ zusammen mit den biomineralisierenden Proteinen in den 
Extrapallialraum gelangt. Andere, z. B. Membranproteine könnten durch im Extrapallialraum 
vorhandene Proteasen abgespalten und in die Biomineralisationsflüssigkeit gekommen sein. 
Weitere Quellen für Proteine könnten abgestorbene Zellen sein, oder auch Zellen, die durch 
Verletzung des Tiers zerstört worden sind. Alle Proteine, die so in den 
Biomineralisationsraum gelangen, können auch mit einmineralisiert worden sein, obwohl sie 
keine Wechselwirkung mit dem Mineral zeigen. Das macht es schwierig, spezifische 
Matrixproteine von den Proteinen zu unterscheiden, die keine spezifischen Aufgaben bei der 
Biomineralisation haben. Offensichtlich ist es jedoch so, dass die Proteine, die in höheren 
Konzentrationen in der organischen Matrix identifiziert werden können, alle zu den 
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biomineralisationsspezifischen Proteinen gehören. Dabei ist Perlucin das Protein, das 
sowohl in der löslichen als auch in der unlöslichen organischen Matrix mit Abstand mit der 
höchsten Konzentration zu finden ist, und dem damit eine sehr bedeutende Stellung bei der 
Bildung der Schneckenschale zukommt. Aus diesem Grund ist Perlucin ein Protein von 
besonderem Interesse und soll im nächsten Kapitel ausführlicher behandelt werden. 
 
 
4.5  Perlucin 
 
Perlucin ist ein Protein, dessen Aminosäuresequenz seit dem Jahr 2000 bekannt ist71. Es 
besteht aus 155 Aminosäuren, von denen nur eine Aminosäure durch Edman-Abbau nicht 
bestimmt werden konnte, was darauf hindeutete, dass Perlucin an dieser Stelle modifiziert 
ist. Diese Aminosäure befindet sich an Position 84. Da die  
zwei Positionen weiter zum C-Terminus gelegene Aminosäure Threonin ist, ist die 
unbekannte Aminosäure wahrscheinlich ein glykosilierter Asparaginrest (Abb. 4.14). 
Oligosaccharide können N-glycosidisch an Asparaginreste gebunden sein, wenn diese Teil 
eines Sequenzmotivs Asn-X-Thr sind. Dabei ist X eine beliebige Aminosäure mit Ausnahme 
von Prolin. Bindungs-Assays bestätigten, dass Perlucin ein Glycoprotein mit einer 
spezifischen Mannose/Galactose-Bindungsaffinität ist. Die ersten ca. 130 Aminosäuren 
zeigen außerdem, dass Perlucin ein Lectin vom C-Typ (für calciumabhängig) ist. Jedoch 
kann man vermuten, dass über diese Sequenz auch Chitin, die Polysaccharidmatrix der 
interlamellaren Matrix, gebunden werden könnte. 
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Abb. 4.14: Aminosäuresequenz von Perlucin. Die grau unterlegten Aminosäuren sind 
charakteristisch für C-Typ Lectine. Die unterstrichenen Aminosäuren zeigen die 
Glykolisierungsstelle. Die Aminosäure an Position 84 konnte durch Edman-Abbau nicht 
detektiert werden. Das Sequenzmotiv mit der Aminosäure Threonin zwei Positionen weiter 
(zum C-Terminus) lässt auf eine N-glycosidische Bindung mit einem Asparaginrest 
schließen. 
 
 
Lectine (lat.: legere – auswählen) sind spezifische kohlenhydratbindende Proteine, die in 
Wechselwirkung mit Kohlenhydratanordnungen auf Oberflächen treten. Bei Lectinen vom C-
Typ bildet ein Calciumion eine Brücke zwischen dem Protein und dem Kohlenhydrat durch 
direkte Wechselwirkungen mit den OH-Gruppen der Kohlenhydrate72. 
Es konnte gezeigt werden, dass Perlucin die Nukleation von CaCO3 –Kristallen fördert
73 und 
die Wachstumsgeschwindigkeit von CaCO3 auf einer Calcitoberfläche beschleunigt
74. 
Möglicherweise ist Perlucin ebenfalls mit der Chitinoberfläche assoziiert75. 
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Beide Beobachtungen führen zu der Arbeitshypothese, dass Perlucin ein Anker für 
Calciumcarbonatkristalle in der Chitinmatrix sein könnte. 
 
 
4.5.1  Ergebnisse aus der Ionenaustauschchromatographie 
 
Durch Ionenaustauschchromatographie ist es möglich, reines Perlucin aufzureinigen, das 
allerdings meistens aus zwei miteinander assoziierten Varianten besteht. Wie schon in 
Abschnitt 4.2.1 beschrieben, tritt Perlucin beim Nachweis durch SDS-PAGE in einer 
charakteristischen doppelten Bande auf. Die untere Bande befindet sich bei ca. 18 kDa und 
die obere Bande bei ca. 21 kDa (Abb.4.1.5 A). Häufig lässt sich in Fraktionen, die aus der 
Ionenaustauschchromatographie kommen, durch SDS-PAGE eine weitere Bande bei ca. 
6 kDa nachweisen, bei der es sich ebenfalls um Perlucin handelt. Möglicherweise handelt es 
sich bei der 6 kDa Proteinfraktion um ein Perlucinabbauprodukt. Dass es sich in diesen 
Fraktionen um homogenes Perlucin handelt, wurde durch Ansequenzierung des N-Terminus 
von Dr. Karlheinz Mann am MPI in Martinsried bestätigt (Abb. 4.15 B).  
Auffällig ist, dass das ca. 17 kDa Perlucin in der Ionenaustauschchromatographie 
gesetzmäßig schon vor dem ca. 21 kDa Perlucin eluiert, bevor dieses dann zeitversetzt 
beginnt mit zu eluieren.  
Bei der Ionenaustauschchromatographie ist die Wechselwirkung mit der 
Ionenaustauschermatrix umso stärker, je stärker ein Protein geladen ist. Das 21 kDa muss 
demnach eine stärkere Ladung besitzen als das 17 kDa Perlucin. Da der pH-Wert des 
Elutionspuffers mit 4,8 unterhalb des errechneten pI-Wertes von 7,15 liegt, reagiert Perlucin 
als Kation und wechselwirkt mit einer Kationenaustauschermatrix. In diesem Bereich 
kommen besonders die basischen Aminosäuren Lysin, Arginin und Histidin in Frage, um die 
positive Ladung zu verstärken, da die Aminosäuren hier protoniert sind. 
Die bereits laufende Proteomanalyse, bei der in den nächsten Monaten „de novo“ 
Sequenzen (Sequenzen unbekannter Proteine) ermittelt werden, wird in diesem Punkt 
Klärung schaffen. 
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Abb.4.15: Polyacrylamidgele von SDS-PAGEs mit Perlucinfraktionen aus der 
Ionenaustausch-chromatographie. Sequenzierte Fraktionen sind mit einem Stern 
gekennzeichnet. Sowohl bei der charakteristischen Perlucin-Doppelbande bei ca. 17 kDa 
und ca. 21 kDa (A) als auch bei den Fraktionen mit dem ca. 6 kDa schweren Protein (B) 
handelt es sich um Perlucin. 
Die mit „M“ gekennzeichneten Geltaschen zeigen die Markerproteine mit den dazugehörigen 
Molekulargewichten. 
 
 
4.5.2  Charakterisierung von Perlucin durch isoelektrische    
  Fokussierung und SDS-PAGE (2D-PAGE) 
 
Mit der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-PAGE) sollte Perlucin nach zwei 
unterschiedlichen Parametern charakterisiert werden: nach dem isoelektrischen Punkt (pI, in 
der ersten Dimension) und nach der elektrophoretischen Beweglichkeit (in der zweiten 
Dimension). Die Proteine aller Proben wurden durch Acetonfällung gewonnen.  
Dafür wurden folgende Proben untersucht (Abb. 4.16):  
1. Eine Probe mit Rohextrakt. Diese wurde entnommen, nachdem die in 6% Essigsäure 
lösliche Matrix gegen 20 mM Citratpuffer, pH 4,8 dialysiert worden war. Nach der 2D-PAGE 
wurde das Polyacrylamidgel dieser Probe zuerst mit Coomassie-Brilliantblau (A) gefärbt und 
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anschließend mit Silbernitrat (B). Die Silbernitratfärbung sollte die Empfindlichkeit erhöhen; 
d.h. auch sehr geringe Konzentrationen von Proteinen im Gel detektieren. Durch die 
Silbernitratfärbung konnte jedoch die Aussagekraft der 2D-Elektrophorese nicht erhöht 
werden, da sie keine zusätzlichen Proteinbanden sichtbar machen konnte. 
2. Eine Fraktion aus der IAC, die reines Perlucin enthielt. Nach der 2D-PAGE wurde das 
Polyacrylamidgel dieser Probe zuerst mit Coomassie-Brilliantblau (C) gefärbt und 
anschließend mit Silbernitrat (D). Die Silbernitratfärbung brachte, wie auch in 1., keine 
zusätzlichen Ergebnisse.  
3. Eine weitere Fraktion aus der IAC mit reinem Perlucin. Hier wurde ein Teil der Probe vor 
der 2D-PAGE mit Alkalischer Phosphatase (AP) inkubiert und es wurden 2D-PAGEs einer 
zuvor mit AP behandelten Probe (F) und einer weiteren gemacht, die nicht mit AP behandelt 
worden war (E). Die beiden Polyacrylamidgele dieser Probe wurden mit Coomassie-
Brilliantblau gefärbt. 
Leider ist Qualität der Ergebnisse nicht besonders gut, so dass eine Interpretation nur 
bedingt möglich ist. Es lassen sich einzelne Spots erkennen, aber die Proben sind insgesamt 
horizontal verschmiert. Möglicherweise waren die Proteine schlecht in der 
Rehydrierungslösung löslich. Wahrscheinlich waren die Proben zu hoch konzentriert. Dafür 
spricht, dass sich das Gel mit dem Rohextrakt (Abb. 4.16 A und B), in dem die Proteine 
höher verdünnt vorliegen, besser beurteilen lässt. Es sind eher einzelne Spots zu erkennen 
und die Banden sind weniger verschmiert. 
Übereinstimmend sind alle Gele im alkalischen pH-Bereich ab ca. pH 8 gar nicht mehr zu 
interpretieren.  
Alle Gele zeigen jedoch ein übereinstimmendes Muster. Auf allen Gelen ist Perlucin mit 
seiner charakteristischen doppelten Bande zu sehen. Soweit sich das bestimmen lässt, 
befinden sich die beiden Banden zwischen den 15 kDa und 25 kDa Markerproteinen. Eine 
Bande bzw. Spots bei 6 kDa sind nicht zu erkennen. Möglicherweise ist das 6 kDa Perlucin 
in den Proben zu gering konzentriert. Das deckt sich mit der Beobachtung von Ergebnissen 
von SDS-PAGEs mit Fraktionen aus der IAC, bei denen auch die 6 kDa Bande weniger 
konzentriert erscheint. 
Perlucin scheint die Hauptfraktion in allen Proben zu sein, auch in der des Rohextrakts (Abb. 
4.16 A und B). Das ist ein Ergebnis, das mit dem der Proteomanalyse übereinstimmt. Auch 
dort hat sich Perlucin als Hauptproteinfraktion gezeigt. 
Das Protein trennt sich horizontal entlang des pH-Gradienten in mehrere Spots auf. Diese 
sind auf dem Gel mit dem Rohextrakt besser zu erkennen, wahrscheinlich war das Gel mit 
der reinen Proteinprobe (Abb. 4.16 C und D)  überladen. Zwei einzelne starke Spots fallen 
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auf dem Gel mit der reinen Perlucinprobe (C) auf und sind auch auf dem Gel mit dem 
Rohextrakt (A) zu sehen. Diese liegen ca. bei pH 7,2 und entsprechen damit dem 
errechneten pI von Perlucin, der bei 7,1576 liegt. Daneben ist auf Gel C ein einzelner starker 
Spot bei ca. pH 7,5 zu sehen. Dieser besitzt ein  Molekulargewicht, das ungefähr dem des 
ca. 21 kDa Perlucins entspricht, ist aber etwas nach oben verschoben. Möglicherweise 
handelt es sich dabei um ein anderes Protein, das im Ionenaustauscher in genau dieser 
Fraktion mit eluiert.  
Einzelne Spots entlang des pH-Gradienten können darauf hindeuten, dass Perlucin 
unterschiedlich modifiziert ist. Wäre diese Modifikation eine Phosphorylierung, würde das 
den pH-Wert beeinflussen. Deshalb wurde eine 2D-Gelelektrophorese mit reinem Perlucin 
durchgeführt, das nach der Acetonfällung 30 Min. lang bei 30°C mit Alkalischer Phospatase 
in Phosphatasepuffer inkubiert wurde (Abb.4.16, F). Als Kontrolle wurde eine weitere Probe 
vorbereitet, die 30 Min. lang bei 30°C in Phosphatasepuffer ohne das Enzym inkubiert 
wurde. Durch eine Dephosphorylierung durch die AP würde sich das Molekulargewicht des 
Perlucins nur wenig verändern, aber der pI des Proteins sollte im Idealfall durch einen 
einzelnen Spot erkennbar sein. Diese 2D-Elektrophorese brachte allerdings kein 
auswertbares Ergebnis. Es sind lediglich zwei horizontal über den gesamten pH-Gradienten 
verschmierte Banden zu sehen, die ebenfalls auf der Höhe des Molekulargewichts der 
beiden Perlucine laufen. Das würde bedeuten, dass Perlucin über de ganzen pH-Bereich der 
Elektrophorese unterschiedlich geladen ist, also in unterschiedlichen Modifikationen 
vorkommt. Es lässt sich aber kein Szenario diskutieren, das dieses erklären könnte. 
Damit konnte experimentell keine Aussage über den pI-Wert oder über den pH-Wert 
beeinflussende Modifikationen von Perlucin gemacht werden.  
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Abb. 4.16: (die Abbildungsunterschrift befindet sich auf der folgenden Seite) 
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Abb. 4.16 (auf der vorigen Seite) : Ergebnisse der 2D-Gelektrophoresen. Die isoelektrische 
Fokussierung (IEF) wurde mit immobilisierten pH-Gradienten mit einem pH-Bereich von 3 – 
10 durchgeführt.  
A und B: 2D-Gelektrophorese von Rohextrakt (lösliche Perlmuttmatrix); A: Färbung des 
Polyacrylamidgels mit Coomassie-Brilliantblau, B: Färbung des Polyacrylamidgels mit 
Silbernitrat 
C und D: durch Ionenaustauschchromatographie gewonnene Perlucinprobe. C: Färbung des 
Polyacrylamidgels mit Coomassie-Brilliantblau, D: Färbung des Polyacrylamidgels mit 
Silbernitrat 
E und F: durch Ionenaustauschchromatographie gewonnene Perlucinprobe, Färbung der 
Polyacrylamidgele mit Coomassie-Brilliantblau; F: Inkubation der Probe mit Alkalischer 
Phosphatase, 30 Min. bei 30°C   
 
 
4.5.3  Präzipitationsexperimente  
 
Eine Beobachtung, die immer wieder gemacht werden konnte, ist, dass sich in 
Dialyseschläuchen mit Proteinlösung aus Perlmuttschalenmaterial während der Dialyse 
Präzipitate bilden, wie in Abbildung 4.17 zu sehen ist. Diese Präzipitate lassen sich durch 
Zentrifugation von der Lösung trennen. Sie bilden ein weißliches Pellet, das sich in 6 – 12% 
Essigsäure wieder löst. Durch SDS-PAGE lässt sich nachweisen, dass diese Präzipitate 
Perlucin in sehr hoher Konzentration enthalten. Die hohe Reinheit des Perlucins aus diesen 
Präzipitaten konnte durch Ansequenzierung des N-Terminus bestätigt werden (von Dr. 
Karlheinz Mann, MPI für Proteinbiochemie, Martinsried).  
 
 
 
 
Abb. 4.17: Präzipitiertes Perlucin im Dialyse-
schlauch. Dieses ist als weißer Niederschlag 
erkennbar (roter Pfeil). 
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Eine solche Präzipitation von Perlucin konnte auch gezielt herbeigeführt werden. Wurde 
Aragonitschalenmaterial in 50% Essigsäure demineralisiert, wie es in Kapitel 3.1.2.2 
beschrieben wird, war die Menge des präzipitierten Perlucins bei der anschließenden Dialyse 
gegen 20 mM Citratpuffer besonders groß. SDS-PAGEs von diesen Präzipitaten haben 
gezeigt, dass in diesem Präzipitat besonders das ca. 21 kDa Perlucin enthalten ist. 
Perlucin scheint sich unter diesem sehr sauren pH-Wert besser vom Chitin der unlöslichen 
organischen Matrix zu lösen. Das lässt darauf schließen, dass das Protein stark mit dem 
Chitin verbunden ist. Dieses gilt besonders für das ca. 21 kDa Perlucin.  
Diese Beobachtung konnte auch schon bei der Präparation der unlöslichen Proteinfraktion 
(Kapitel 4.3) gemacht werden. Auch hier hat sich gezeigt, dass die Perlmuttproteine stark mit 
der unlöslichen organischen Matrix verbunden sind und sich erst unter denaturierenden 
Bedingungen lösen, und auch hier galt diese Beobachtung besonders für die ca. 21 kDa 
Perlucinvariante. 
Besonders die schwerere Perlucinvariante lässt sich also erst spät und unter harschen 
Bedingungen von der unlöslichen organischen Matrix trennen.  
Möglicherweise bedeutet dies, dass das schwerere, ca. 21 kDa Perlucin mit der Chitinmatrix 
wechselwirkt, während das leichtere, ca. 18 kDa Perlucin mit der mineralischen Schicht in 
Wechselwirkung tritt. Dabei könnte eine Arbeitshypothese für weitere Projekte sein, dass 
diese beiden Varianten ein Heterodimer bilden und somit die Mineralkristalle aus Aragonit 
mit der organischen Matrix aus proteindekoriertem Chitin verbinden. 
Zur Zeit werden in der Arbeitsgruppe durch Dipl.-Phys. Malte Launspach Molekulardynamik-
Simulationen durchgeführt, die zeigen, dass dies durchaus ein Szenario sein könnte. 
 
 
4.5.4  Aufreinigung von Perlucin durch Hochleistungs- 
  flüssigkeits chromatographie (HPLC) 
 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie wurde angewendet, um Perlucin aus der löslichen 
Proteinfraktion nach der Ionenaustauschchromatographie weiter aufzureinigen. Dabei sollten 
die beiden ca. 18 kDa und 21 kDa Perlucinvarianten, die in der Regel gemeinsam auftreten, 
voneinander separiert werden.  
Es wurde, wie für Proteine allgemein üblich, eine C 4-Säule verwendet. Die Elution erfolgte 
mit einem linearen oder zusammengesetzt linearen Gradienten von 7 – 93% Acetonitril. 
Eluenten und Proben wurden mit 0,1% TFA angesäuert. Es wurden Flussraten von 
0,5 ml/Min oder 2 ml/Min verwendet. Die Absorption der eluierenden Lösung wurde für zwei 
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Wellenlängen (234 nm und 277 nm) aufgezeichnet. Das Ergebnis der Auftrennung der 
Proteine durch HPLC wurde durch SDS-PAGE beurteilt. 
Es wurden Fraktionen aus dem Ionenaustauscher für die HPLC genommen, die als Ergebnis 
der SDS-PAGE Proteinbanden zeigen, die dem Muster der Banden des Rohextrakts sehr 
ähnlich sind. In diesen Fraktionen war eine hohe Konzentration an Perlucin vorhanden, es 
hatte aber keine Separation der Proteine der löslichen Matrix stattgefunden (Abb.4.18 A). 
Fraktionen mit dieser Proteinzusammensetzung eluieren vor dem Perlucin von der IAC-
Säule. Mit diesen Fraktionen war es möglich, das ca. 18 kDa Perlucin zu isolieren, das bei 
ca. 58% Acetonitril eluiert (Abb. 4.18 B). 
 
 
 
 
Abb. 4.18: Aufreinigung der ca. 18 kDa schweren Perlucinvariante durch HPLC. Dafür wurde 
eine Fraktion aus der Ionenaustauschchromatographie eingesetzt, in der diese 
Perlucinvariante in hoher Konzentration vorhanden war, aber keine nennenswerte 
Separierung der löslichen Proteine stattgefunden hat (A, in der Geltasche links vom Protein-
Marker „M“). Das HPLC-Elutionsprofil (B) zeigt eine Elution der Proteine zwischen ca. 55 – 
60% Acetonitril. Teil C der Abbildung zeigt die Fraktion mit dem sehr reinem 18 kDa Perlucin 
(mit  gekennzeichnet). 
 
 
Die ca. 21 kDa schwere Perlucinvariante konnte aus Proben isoliert werden, die die beiden 
18 kDa und 21 kDa Perlucinvarianten in hohen Konzentrationen enthielten (Abb. 4.19 C). 
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Abb. 4.19: Aufreinigung der ca. 21 kDa schweren Perlucinvariante durch HPLC. Dafür wurde 
eine Probe eingesetzt, die in hoher Konzentration Perlucin enthielt, und zwar die 
charakteristischerweise gemeinsam auftretenden 18 und 21 kDa schweren 
Perlucinvarianten. Diese Probe ist in Abb.4.17 A zu sehen (in der Geltasche rechts von der 
mit „M“ bezeichneten Geltasche mit dem Protein-Marker). Abb. 4.17 zeigt eine Elution der 
Proteine zwischen ca. 55 – 60% Acetonitril. Teil C der Abbildung zeigt die Fraktion mit dem 
ca. 21 kDa Perlucin (mit  gekennzeichnet). Die schwere Variante ist noch leicht mit der 
18 kDa Variante verunreinigt. 
 
Durch Hochleistungsflüssigkeitschromatographie konnten die ca. 18 kDa und ca. 21 kDa 
Perlucinvarianten, die bei den angewendeten Präparationsmethoden gesetzmäßig 
zusammen auftreten, voneinander getrennt werden. Das ca. 18 kDa Perlucin eluiert bei etwa 
58% Acetonitril, das schwerere, ca. 21 kDa Perlucin bei etwa 60% Acetonitril. 
Durch die Entwicklung dieser Methode ist es nun möglich geworden die beiden Varianten 
unabhängig voneinander zu untersuchen und die einzelnen Komponenten auf ihre 
Bindungseigenschaften bezüglich Chitin und/oder Calciumcarbonat zu testen. 
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5 Ausblick  
 
Für die Zukunft wäre es gut, Methoden zu entwickeln, mit denen die Proteine der unlöslichen 
organischen Matrix so präpariert werden können, dass diese in ihrer nativen Form erhalten 
bleiben. Zusammen mit den löslichen Proteinen könnte man dann mit Proteinlösungen 
experimentieren, die in ihrer relativen Zusammensetzung der Proteinzusammensetzung 
während der natürlichen Schalenbildung genauer entspricht. Solche Experimente können 
möglicherweise zu einem weiteren Verständnis des natürlichen Wachstumsprozesses von 
Perlmutt auf molekularer Ebene führen und so bei der Entwicklung neuer Materialen und 
deren Anpassung an ihre gewünschte Funktion helfen. 
Für eine Proteomanalyse der Schale von Haliotis laevigata wurde eine Methode gefunden, 
die Calcitschicht zu präparieren. Dadurch war es möglich, die Calcit- und die Aragonitschicht 
der Schale getrennt zu untersuchen. Die Daten aus der Proteomanalyse zeigen, dass die 
Proteinzusammensetzung der organischen Schalenmatrix sehr komplex ist. Die in hohen 
Konzentrationen identifizierten Proteine gehören alle zu den biomineralisierenden Proteinen. 
Viele der weiteren gefundenen Proteine sind wahrscheinlich als „Beiprodukt“ mit 
einmineralisiert worden oder durch Kontamination der Schalenoberfläche in das Proteom 
gelangt. Die Methode der Oberflächenreinigung scheint eine Rolle zu spielen. Deshalb wäre 
es wichtig, die Methode der Schalenmaterialpräparation für zukünftige Proteomanalysen zu 
optimieren. Z.B. könnte man die Oberfläche der Schaleninnenseite durch Schlammstrahlen 
entfernen, um so eine organische Kontamination auszuschließen. 
Zum Ende dieses Jahres werden die ersten Ergebnisse der De-Novo Sequenzierung der 
Proben erwartet. Diese versprechen neue interessante Erkenntnisse über die Gesamtheit 
der biomineralisierenden Proteine, die in zukünftige Funktionsstudien mit eingegliedert 
werden können. 
Immer wieder hat sich gezeigt, das Perlucin die Hauptkomponente der Proteinfraktionen ist. 
Das gilt sowohl für die Aragonit- und die Calcitschicht, als auch für die unlöslichen und 
löslichen Proteinfraktionen. Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, Perlucin, das bei der 
Präparation aus der Schneckenschale gesetzmäßig in zwei verschieden schweren Varianten 
auftritt, voneinander zu trennen. Möglicherweise ist die schwerere Perlucinvariante mit der 
Chitinmatrix assoziiert, während die leichtere Variante an die Mineralschicht bindet. Mit der 
Separierung der beiden Perlucine ist es nun möglich, die spezifische Funktion der beiden 
Varianten bei der Schalenbildung zu untersuchen. Geeignete Methoden hierfür wären z. B. 
Rasterkraftmikroskopie (AFM, engl.: atomic force microscopy) oder Oberflächen-
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plasmonenresonanzspektroskopie (SPR-Spektroskopie, engl.: surface plasmon resonance 
spectroscopy). 
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Tabellen: 
Identifizierte Proteine des Schalenproteoms 2. Präparation 
 
- Table 1: Proteine aus dem Perlmuttschalenmaterial S.97 
- Table 2: Proteine aus dem Calcitschalenmaterial  S.106 
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Table 1 
Proteins of acid-soluble and acid-insoluble Haliotis laevigata nacre matrix  
Protein  Haliotis 
 
Other 
gastropod 
Experi-
ment 
Unique 
peptides1 
Also in 
Prism 
layer 
Subcellular  
location 2 
       
Uncharacterized protein GT271988  Ns a-c 2 yes secreted/membrane 
Peroxiredoxin 6 B6RB12_HALDI  Ns c 1 no cytoplasm 
Uncharacterized protein; 
GIL55; 14% Leu 
CX726443  Ns a-c 1 no unknown 
Uncharacterized protein EE674874 
EG362831 
EE676220 
 Ns b 1 no unknown 
Uncharacterized protein EE676715 
 
 Ns a-c 2 no membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
domains: thyroglobulin_1 
EE676876  Ns c 1 no secreted 
Perlucin variant GT272273  Ns b 1 no secreted 
Similar to peroxiredoxin/ 
thioredoxin peroxidase 2 
B1N694_HALDI 
EC618424 
 Ns a-c 1 yes intracellular 
(mitochondrion) 
Similar to 14-3-3 protein EX534478 
 
 Ns a-c 
Ni 
1 
1 
yes intracellular 
Uncharacterized protein FE041962  Ns a-c 1 no unknown 
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Histone H2A variants B6RB38_HALDI 
 
 Ns a-c 2 yes nucleus 
Calmodulin; N-term: acetyl-
Ala 
B38ND3_HALDV 
CX726500 
GD241882 
 Ns a-c 3 no cytoplasm 
Histone H2B   H2B_PATGR Ns c 1 yes nucleus 
HSP70/Bip-like protein/heat 
shock cognate 70kDa/ 
C1KC84_HALDV 
Q2MJK5_HALDI 
FE041331 
 Ns a-c 2 yes cytoplasm 
β-actin  B3SNT2_HALDV 
Q5BQE3_9VEST 
ACTM_APLCA 
Q6RYC7_9PULM 
Ns a-c 
Ni 2-4 
9 
3 
yes cytoskeleton 
β-catenin A7L6B1_HALAI  Ns b,c 1 yes cytoplasm 
Similar to phosphoglycerate 
kinase 
 PGK_APLCA Ns c 1 no cytoplasm 
Similar to peptidyl prolyl cis-
trans isomerase B; DGT178 
CX726101 
 
 Ns a-c 4 yes ER lumen 
Uncharacterized protein, 
DGT81; domains:FKBP_C, 
EFh; Ser/Asp-rich (21%), 
pI=4.7 
CX726185 
 
 Ns a,b 3 no secreted 
(Similar to) 78kDa glucose-
regulated protein/BiP 
EB531061 GRP78_APLCA Ns b,c 
Ni 4 
2 
1 
yes ER lumen 
β-tubulin BAA0760_HALDI 
GD241888 
TBB_HALDI 
 Ns b 
Ni 3,4 
1 
2 
no cytoskeleton 
Similar to elongation factor1 
α, fragments 
 Q45Y92_CREFO 
A6XIN7_9CAEN 
Ns a-c 3 yes cytoplasm 
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Glutathione-S-transferase B3TK24_HALDV  Ns a-c 2 yes cytoplasm 
Uncharacterized protein, 
RM068-2; domain: 
selenoprotein 
Sep15_SelM/thioredoxin_like 
CX726932 
CX727147 
 
 Ns b,c 1 no secreted 
GAPDH; ML5G1; shares 1 of 
3 peptides with bovine 
GAPDH 
B6RB30_HALDI 
 
 Ns b 2 yes cytoplasm 
Protein disulfide isomerase; 
6B12 
B6RP63_HALDI 
 
 Ns 
Ni 3,4 
- 
3 
yes ER/secreted 
Perlwapin 3  PWAP_HALLA 
 
 Ns a-c 
Ni 1-4 
13 
6 
yes secreted 
Uncharacterized protein, 
ML5H8/5H8 3 
DW986339 
GD272875 
GT274810 
P86726 
 
 Ns b,c 
Ni 3,4 
4 
1 
no secreted 
Polyubiquitin/ubiquitin GT277600  Ns a-c 4 yes cytoplasm 
AP-24 3 Q9BP38_HALRU  Ns a-c 
Ni 2-4 
2 
2 
yes secreted 
Perlustrin 3 PLS_HALLA  Ns a-c 2 no secreted 
Perlucin 3 PLC_HALLA  Ns a-c 
Ni 1-4 
20 
18 
yes secreted 
Lustrin A 3 O44341_HALRU  Ns a-c 1 yes secreted 
Thioester-containing protein; 
DGT127 (similar to α2-
macro-globulin) 
CX726046 
 
 Ns a-c 3 yes secreted 
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Uncharacterized protein; 
ML3A11 3 
DW986237 
GD272788 
 Ns a-c 
Ni 1-4 
6 
4 
yes membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
ML3D4 3; Similar to cyplasin 
S/ink toxin  of Aplysia; 
domain: amine oxidase 
DW986253 
GD272801 
EE675632 
 
 Ns a-c 
Ni 1-4 
3 
1 
yes membrane/secreted 
Uncharacterized protein, 
ML5A7/1D12 3 
DW986289 
GD241918 
GD272754 
P86731 
 Ns a-c 
Ni 3,4 
3 
2 
no secreted 
Uncharacterized protein; 
1E1/ML6A10 3 
GD272734 
DW986342 
 Ns a-c 
Ni 2-4 
2 
1 
yes unknown 
Asp-rich and Gly-rich protein, 
ML7A11/1E2; GN repeats 
DW986404 
GD272762 
 Ns a-c 
Ni 1-4 
4 
2 
yes secreted 
Similar to calcium-binding 
protein; ML7A4; domains: 
EFh 
DW986405 
GD241899 
 Ns a-c 2 yes cytoplasm 
Uncharacterized protein; 
ML7B12; domain: Reeler 
DW986408 
GD272919 
 Ns a-c 2 yes extracellular 
Uncharacterized protein, 
ML7F12 
DW986436 
GD272938 
 Ns a-c 1 yes membrane 
Uncharacterized protein, 
ML7D10 
DW986420 
GD272926 
 Ns a-c 1 yes secreted 
Uncharacterized protein; 
ML8B3; 13% Thr 
DW986466 
GD272960 
 Ns b,c 1 no unknown 
Uncharacterized protein, 
ML8D6 
DW986480 
GD272967 
 Ns a-c 1 yes membrane 
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Selenium-dependend 
glutathione peroxidase, 
ML8F7/3H8 
DW986496 
GD272816 
 Ns a-c 
Ni 1-4 
5 
4 
yes secreted 
Uncharacterized protein, 
ML8H10 
DW986504 
GD272988 
 Ns a-c 1 yes unknown 
Similar to UP3_HALAI; 11% 
Leu 
EE675705  Ns a-c 
Ni 1-4 
3 
2 
yes unknown 
Uncharacterized protein; 
12% Ala 
FE041964  Ns a-c 
Ni 1-4 
2 
1 
yes unknown 
Uncharacterized protein, 
domain: glycoside hydrolase 
FE042221  Ns b,c 
Ni 2-4 
1 
3 
yes unknown 
BPTI/Kunitz domain-
containing protein 3 
KCP_HALAI 
GT274423 
 Ns a-c 2 yes secreted 
Glycine-, alanine-, and 
asparagine-rich protein 3 
GAAP_HALAI  Ns a-c 4 yes secreted 
Uncharacterized protein 5 3 
shares 1 of 3 peptides with 
GT275213/GT275233 
 
UP5_HALAI 
 
 Ns a-c 
Ni 2-4 
2 
3 
yes secreted 
Uncharacterized protein; 
shares 1 of 4 peptides (Ns) 
with UP5_HALAI 
GT275213 
GT275233 
 Ns a-c 
Ni 1-4 
3 
2 
yes unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: ependymin 
superfamily 
GT271757  Ns a-c 
Ni 4 
3 
1 
yes membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
26% Gly, 11% Met, 11% Pro 
GT272410  Ns a-c 
Ni 1-4 
6 
2 
yes secreted 
Uncharacterized protein; 
17% Gly, 12% Asn 
GT272628  Ns a-c 
Ni 1-4 
1 
1 
yes unknown 
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Uncharacterized protein; 
domain: Isopren_C2_like 
superfamily (partial, N-Term) 
Uncharacterized protein; 
domains: Isopren_C2_like 
superfamily (partial, C-term), 
A2M receptor superfamily 
(partial, N-Term) 
 
GT274827 
 
 
GT273660 
GT868691 
 
  
 
 
Ns b 
 
 
 
1 
yes membrane/secreted 
Uncharacterized protein GT274870 
GT274411 
GT273902 
 Ns b,c 2 yes unknown 
Uncharacterized protein GT275274  Ns b 2 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: Con_A_like; 11% 
Val 
GT275312  Ns a-c 2 yes unknown 
Uncharacterized protein; 
shares 1 of 4 peptides with 
GT277623 
GT275966  Ns a-c 3 yes unknown 
Uncharacterized protein; 
shares 1 of 2 peptides with 
GT275966 
GT277623  Ns b,c 1 yes unknown 
Asp- and Gly-rich protein 3  
 
DGRP_HALAI 
GT276847 
 
 Ns a-c 
Ni 2-4 
4 
2 
yes secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: chitin-binding 
GT867925 
 
 Ns a-c 1 yes secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: partial cyclophilin 
GT870055  Ns a-c 
Ni 3,4 
3 
2 
yes secreted 
Uncharacterized protein; 
shares 1 of 3 peptides with 
GT870285 
GT273482  Ns a-c 2 yes unknown 
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Uncharacterized protein, 
shares 1 of 3 peptides with 
GT273482; domain: partial 
chitin_binding_3 superfamily 
GT870285  Ns a-c 2 yes unknown 
Uncharacterized protein GT275747 
GT276201 
GT274043 
 Ns a-c 2 no secreted 
Uncharacterized protein GT276259  Ns a-c 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: chitin-binding type 2 
GT276545  Ns a-c 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
12% Gln, 11% Thr 
GT276743  Ns a-c 2 no unknown 
Uncharacterized protein GT277686  Ns a-c 4 no unknown 
Uncharacterized protein GT866446  Ns a,b 1 no unknown 
Similar to vitelline envelope 
zona pellucid domain 8; 10% 
Gly, 10% Val, 10% Thr 
GT867707  Ns b,c 2 no secreted 
Similar to vitelline envelope 
zona pellucid domain 8; 
10%Asp, 10% Gly 
GT866946  Ns a,b 1 no secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: cystatin B 
GT868496 
GT869501 
 Ns a-c 1 yes membrane/secreted/ 
cytoplasm 
Uncharacterized protein GT868811  Ns a-c 1 yes membrane 
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Similar to DGRP_HALAI; 
23% Gly, 16% Ser, 11% Ala, 
10% Arg 
GT869958 
GT870988 
 Ns b,c 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: EGF; 13% Cys, 
11% Thr 
GT871605  Ns b,c 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: partial 
GH18_chitinase_like 
GT872181 
GT873034 
 Ns b 1 no extracellular 
Uncharacterized protein HS040496  Ns b,c 1 no membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
domain:defensin_2 
HS040511  Ns a-c 1 no membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: EGF; 11% Glu, 11% 
Lys, 11% Ala 
GT872467  Ns a-c 1 yes unknown 
Uncharacterized protein; 
13% Pro, 10% Ser 
GT872558  Ns a-c 2 no unknown 
Histone H3 variants DY402869 
GD241884 
 
 Ns b,c 2 yes nucleus 
α-actin; peptide set 
overlapping with β-actin; 
shares 2 of 3 peptides with 
CON 
 EV248654 
EV248565 
O76784_DREPO 
Ns  
Ni 2-4 
1 
1 
no cytoskeleton 
Histone H4 B2ZA76_HALDV Q45RTA_BIOGL 
H4_APLCA 
 
Ns a-c 
Ni 2-4 
4 
4 
yes nucleus 
Uncharacterized protein GT272672 
GT272247 
GT872558 
 Ns 
Ni 3,4 
- 
1 
no  
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1, group unique peptides. 2, known or predicted from sequence comparisons, predicted signal peptides or transmembrane segments. 3, 
previously identified in mollusk shells a[], b[], c[],…. Ns, nacre acid-soluble matrix; Ni, nacre acid-insoluble matrix. Gastropod entries are 
shown only if there was no Haliotis hit. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2 
Proteins of acid-soluble and acid-insoluble Haliotis laevigata prismatic layer matrix  
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Protein  Haliotis 
 
Other 
gastropod 
Experi-
ment 
Unique 
peptides1 
Also in 
nacre 
Subcellular  
location 2 
       
Vm2 [Jackson et al, 
secretome] 
GD272612 
A08720_HALAI 
GT867737 
 Pi a-c 3 no secreted 
HSP90A A6N8F4_HALAI 
D0V3X9_HALDI 
Q17UC2_HALTU 
 Pi a,c 1 no cytoplasm 
Uncharacterized protein GT271988  Pi a,b 1 yes secreted/membrane 
Uncharacterized protein; 
11% Thr 
CX725923  Pi a-c 1 no unknown 
Similar to asparaginyl-tRNA 
synthase 
CX726166 
CX726395 
GT274878 
 Pi a-c 3 no cytoplasm 
Similar to intermediate 
filament protein 
CX727169 
CX726318 
 
 Pi a-c 2 no cytoplasm 
Uncharacterized protein; 
domains: 2 x Fascilin  
CX726642 
GT866339 
 Pi a-c 2 no membrane/secreted 
Ca-dependent protein 
kinase C 
 KPC1_APLCA Pi a-c 1 no cytoplasm/membrane 
Uncharacterized protein GT866423 
GT868623 
 Pi a-c 1 no membrane/secreted 
Prohormone convertase 1 D0EP83_HALDV  Pi a,c 1 no cytoplasm/membrane 
Uncharacterized protein; 
domains: USP (universal 
stress protein)_like 
DN856307  Pi a-c 2 no unknown 
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Ependymin-related protein 1 
3 
[Jackson etal., secretome; 
Marie et al., H.asinina] 
DW986219 
GD272766 
P86734 
 Pi a,b 1 no secreted 
Ependymin-related protein 
1; ML3A11 3 [Jackson etal., 
secretome; Marie et al., 
H.asinina] 
DW986237 
GD272788 
P86737 
 Pi a-c 2 no secreted 
Ependymin-related protein  GD272823 
DW986274 
 Pi a-c 1 no secreted 
Uncharacterized protein 6 3 
[Jackson etal., secretome; 
Marie et al., H.asinina] 
DW986296 
GD272842 
P86725 
 Pi b,c 1 no secreted 
Uncharacterized protein 6; 
1E1/ML6A10 3 [Jackson, 
secretome/Marie] 
GD272734 
DW986342 
P86738 
 Pi a-c 
Ps 1-4 
2 
1 
yes unknown 
Uncharacterized protein GT272540 
GT275561 
 Pi a-c 4 no secreted 
Uncharacterized protein GT275277  Pi a-c 2 no unknown 
Similar to peroxiredoxin/ 
thioredoxin peroxidase 2 
B1N694_HALDI 
EC618424 
 Pi a-c 1 yes intracellular 
(mitochondrion) 
Similar to 14-3-3 protein EX534478 
 
 Pi a-c 1 yes intracellular 
Histone H2A variants B6RB38_HALDI 
GT866469 
 
 Pi a-c 
Ps 3,4 
3 
1 
yes nucleus 
Histone H2B   H2B_PATGR Pi a,b 1 yes nucleus 
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α-tubulin   TBA_ENTDO 
TBA1_APLCA 
Pi a-c   no cytoskeleton 
HSP70/Bip-like protein/heat 
shock cognate 70kDa 
C1KC84_HALDV 
Q2MJK5_HALDI 
FE041331 
 Pi a-c 5 yes cytoplasm 
β-actin  B3SNT2_HALDV 
Q5BQE3_9VEST 
ACTM_APLCA 
Q6RYC7_9PULM 
A0EJG4_LYMST 
Pi a-c  
Ps 1-3 
15 
3 
yes cytoskeleton 
β-catenin A7L6B1_HALAI  Pi b,c 2 yes cytoplasm 
Similar to peptidyl prolyl cis-
trans isomerase B; DGT178 
CX726101 
 
 Pi a 1 yes ER lumen 
(Similar to) 78kDa glucose-
regulated protein/BiP 
EB531061 GRP78_APLCA Pi a-c 5 yes ER lumen 
(Similar to) fructose-
biphosphate aldolase, 
fragment 
B3TK20_HADV  Pi a-c 1 no cytoplasm 
Similar to elongation factor 
1 α, fragments 
Q45Y88_9VEST 
D8L743_9VEST 
Q45Y92_CREFO 
A6XIN7_9CAEN 
Pi b,c 
Ps 1 
3 
1 
yes cytoplasm 
Glutathione-S-transferase B3TK24_HALDV  Pi a-c 3 yes cytoplasm 
Ferritin B3TK25_HALDV 
HS040644 
 Pi a-c 1 no cytoplasm 
NaK-ATPase α subunit, 
fragment 
Q5XPR3_HALTU 
Q6W955_9VEST 
 Pi a-c 10 no membrane 
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Hemocyanin 
 
B4YIJ4_HALDV 
C7FEG7_HALDV 
Q9GP18_HALTU 
Q8IOU4_HALTU 
GT067561 
 Pi a-c 22 no secreted 
GAPDH; ML5G1; shares 
peptides with bovine 
GAPDH 
B6RB30_HALDI 
DW986324 
 
 Pi a-c 5 yes cytoplasm 
Protein disulfide isomerase; 
ML6B12 
B6RP63_HALDI 
GD272267 
 
 Pi a-c 4 yes ER/secreted 
Similar to eIF4A2; domain: 
helicase_C 
FE041225 
GT867544 
Gt873001 
 Pi a,b 1 no cytoplasmic 
Perlwapin 3  PWAP_HALLA 
 
 Pi a-c 
Ps 2-4 
6 
2 
yes secreted 
Polyubiquitin/ubiquitin GT277600 
GT872225 
GT872267 
 Pi a-c 
Ps 1-4 
4 
1 
yes cytoplasm 
Ribulose-bisphosphate 
carboxylase 
 Q19863_BRYPL Pi a,b 1 no cytoplasm 
AP-24 3 Q9BP38_HALRU  Pi a-c 2 yes secreted 
Perlucin 3 PLC_HALLA  Pi a-c 
Ps 2-4 
15 
7 
yes secreted 
Lustrin A 3 O44341_HALRU  Pi a-c 
Ps 2-4 
1 
1 
yes secreted 
Ezrin/radixin/moesin  Q45R39_APLCA 
Q963F9_BIOGL 
Pi a,b 3 no cytoplasm/ 
cytoskeleton/ 
cell membrane 
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Thioester-containing 
protein; DGT127 (similar to 
α2-macro-globulin) 
CX726046 
 
 Pi a-c 4 yes secreted 
Similar to serine 
carboxypeptidase/ 
Similar to carboxypeptidase, 
vitellogenic-like 
GT277169  Pi a-c 2 no cytoplasm? 
Uncharacterized protein; 
ML3D4 3  Similar to cyplasin 
S/ink toxin  of Aplysia; 
domain: amine oxidase 
DW986253 
GD272801 
EE675632 
 
 Pi a-c 
Ps 2-4 
2 
2 
yes membrane/secreted 
Asp-rich and Gly-rich 
protein, ML7A11/1E2; GN 
repeats 
DW986404 
GD272762 
 Pi a-c 
Ps 4 
2 
1 
yes secreted 
Similar to calcium-binding 
protein; ML7A4; domains: 
EFh 
DW986405 
GD241899 
 Pi a-c 2 yes cytoplasm 
Uncharacterized protein; 
ML7B12; domain: Reeler 
DW986408 
GD272919 
GT276656 
 Pi a-c 1 yes extracellular 
Uncharacterized protein, 
ML7F12 
DW986436 
GD272938 
 Pi a,b 
Ps 2-4 
1 
2 
yes membrane 
Uncharacterized protein, 
ML7D10 
DW986420 
GD272926 
 Pi a-c 
Ps 2-4 
2 
1 
yes secreted 
Uncharacterized protein; 
ML7H12: 
Domain: chitin-binding; 
Thr/Ser-rich (29%) 
DW986451 
GD272947 
 Pi a,b 
Ps 2-4 
1 
1 
no membrane/secreted 
Uncharacterized protein, 
ML8C4; 
Domain: Metalloproteinase 
DW986472 
GD272963 
 Pi a-c 1 no membrane 
Uncharacterized protein, 
ML8D6 
DW986480 
GD272967 
 Pi b,c 1 yes membrane 
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Selenium-dependend 
glutathione peroxidase, 
ML8F7/3H8 
DW986496 
GD272816 
 Pi a-c 3 yes secreted 
Uncharacterized protein, 
ML8H10 
DW986504 
GD272988 
 Pi a-c 
Ps 4 
4 
1 
yes unknown 
USP-like protein/ethylene-
responsive protein 
DY402887 
GD272049 
 Pi b,c 1 no cytoplasm 
Similar to UP3_HALAI; 11% 
Leu 3 [Jackson, secretom; 
Marie H.asinina] 
EE675705  Pi a-c 
Ps 1-4 
2 
2 
yes unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: peroxidase 
EB531071  Pi a-c 3 no unknown 
Similar to ependymin-
related protein 1 
EE677034  Pi a,b 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: EFh 
EE676865 
EG362448 
EE675477 
 Pi a-c 1 no secreted 
Uncharacterized protein; 
12% Ala 
FE041964  Pi a-c 1 yes unknown 
Uncharacterized protein, 
domain: glycoside hydrolase 
FE042221  Pi a-c 4 yes unknown 
Uncharacterized protein;  FE042226 
GT866887 
 Pi a-c 2 no  
Uncharacterized protein GD272831  Pi b,c 2 no secreted 
Similar to arginine kinase GT872754 
 
 Pi a-c 4 no cytoplasmic 
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Uncharacterized protein; 
5F2; domain: ependymin 
superfamily 
GD272840  Pi a-c 
Ps 2-4 
1 
1 
no membrane/secreted 
Ependymin-related protein 
2; 6G3 3 
EPDR2_HALAI 
GD272908 
 Ps 2 1  secreted 
BPTI/Kunitz domain-
containing protein 3 
[Jackson, evolution; Marie, 
H.asinina] 
KCP_HALAI 
GT274423 
P86733 
 Pi a-c 2 yes secreted 
Glycine-, alanine-, and 
asparagine-rich protein 3 
[Jackson, parallel evolution: Marie, 
H.asinina] 
GAAP_HALAI  Pi a-c 
Ps 2-4 
6 
1 
yes secreted 
Uncharacterized protein 5 3 
[Jackson, evolution; Marie, 
H.asinina] 
UP5_HALAI 
P86728 
 Pi a-c 2 yes secreted 
Similar to uncharacterized 
protein 5 3 [Jackson, 
evolution; Marie , H.asinina] 
GT275213 
GT275233 
P86728 
 Pi a-c 
Ps 3,4 
2 
1 
yes unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: ependymin 
superfamily 
GT271757  Pi a,b 2 yes membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
26% Gly, 11% Met, 11% 
Pro 
GT272410  Pi a-c 2 yes secreted 
Uncharacterized protein; 
17% Gly, 12% Asn 
GT272628  Pi a-c 
Ps 2,3 
1 
1 
yes unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: Isopren_C2_like 
superfamily (partial, N-
Term) 
Uncharacterized protein; 
domains: Isopren_C2_like 
superfamily (partial, C-
term), A2M receptor 
superfamily (partial, N-
Term) 
 
GT274827 
 
 
GT273660 
GT868691 
GT277490 
 
 Pi a-c 
 
 
Pi a-c 
1 
 
 
4 
yes membrane/secreted 
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Uncharacterized protein GT274870 
GT274411 
GT273902 
 Pi a-c 2 yes unknown 
Uncharacterized protein GT273809 
GT273440 
 Pi a-c 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: Con_A_like; 11% 
Val 
GT275312  Pi a-c 1 yes unknown 
Uncharacterized protein; 
shares 1 of 4 peptides with 
GT277623 
GT275966  Pi a-c 4 yes unknown 
Similar to X-prolyl 
aminopeptidase 
GT275411  Pi a-c 2 no cytoplasm 
Asp- and Gly-rich protein 3  
[Jackson, evolution; Marie 
H.asinina] 
DGRP_HALAI 
P86736 
 
 Ps 4 2 yes secreted 
Uncharacterized protein GT866695 
GT868156 
 
 Pi a-c 1 no membrane/secreted 
Uncharacterized protein GT866770 
GT871142 
 Pi a,b 1 no membrane/secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: chitin-binding 
GT867925 
 
 Pi a-c 1 yes secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: 
methyltransferase_FA 
GT868926  Pi a,b 1  secreted 
Uncharacterized protein; 
domain: partial cyclophilin 
GT870055  Pi a-c 4 yes secreted 
Uncharacterized protein GT273482  Pi a-c 2 yes unknown 
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Uncharacterized protein GT868942  Pi a-c 2 no membrane/secreted 
Similar to asparaginyl-tRNA 
synthetase-like (fragment) 
GT869518  Pi a-c 1 no membrane 
Uncharacterized protein GT870285  Pi b,c 1 yes unknown 
Uncharacterized protein; 
Glyco_Hormone_Beta_1 
signature 
GT866633  Pi a-c 1  unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: α-galactosidase 
GT867364  Pi a-c 1  unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: cystatin B 
GT868496 
GT869501 
 Pi a-c 1 yes membrane/secreted/ 
cytoplasm 
Uncharacterized protein GT868811  Pi a-c 1 yes membrane 
Uncharacterized protein GT872356  Pi a-c 1 no unknown 
Uncharacterized protein; 
domain: EGF; 11% Glu, 
11% Lys, 11% Ala 
GT872467  Pi b,c 1 yes unknown 
Histone H3 variants DY402869 
GD241884 
 
 Pi a-c 3 yes nucleus 
40S ribosomal protein S28 GT275239 
EG361655  
 Pi a,b 1 no cytoplasm 
Uncharacterized protein; 
domain: intermediate 
filament 
CX727174  Pi a-c 3 no cytoplasm 
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α-actin; peptide set 
overlapping with β-actin; 
shares peptides with CON 
 EV248654 
EV248565 
O76784_DREPO 
Pi a-c 1 yes cytoskeleton 
Uncharacterized protein; 
domain: CUB; similar to 
metalloproteases 
GT272589 
GT274950 
 Pi a-c 2 no secreted 
Histone H4 B2ZA76_HALDV Q45RTA_BIOGL 
H4_APLCA 
 
Pi a-c 
Ps 2-4 
5 
2 
yes nucleus 
        
1, group unique peptides. 2, known or predicted from sequence comparisons, predicted signal peptides or transmembrane segments. 3, 
previously identified in mollusk shells a[], b[], c[],…. Ps, prismatic layer acid-soluble matrix; Pi, prismatic layer acid-insoluble matrix. 
Gastropod entries are shown only if there was no Haliotis hit. 
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Liste der proteinogenen Aminosäuren 
 
Die häufigsten proteinogenen Aminosäuren werden nach den chemischen Eigenschaften 
ihrer Seitenketten unterteilt. 
Diese 20 Aminosäuren werden entweder mit drei Buchstaben oder einem Ein-Buchstaben-
Code abgekürzt: 
 
 
sauer 
Asparaginsäure Asp D 
Glutaminsäure Glu E 
   
basisch   
Lysin Lys K 
Arginin Arg R 
Histidin His H 
   
ungeladen polar   
Asparagin Asn N 
Glutamin Gln Q 
Serin Ser S 
Threonin Thr T 
Tyrosin Tyr Y 
   
unpolar   
Alanin Ala A 
Valin Val V 
Leucin Leu L 
Isoleucin Ile I 
Prolin Pro P 
Phenylalanin Phe F 
Methionin Met M 
Tryptophan Trp W 
Glycin Gly G 
Cystein Cys C 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
AFM   engl.: atomic force microscope 
AP   Alkalische Phosphatase 
BSA   eng.: bovine serum albumin 
2D-PAGE  zweidimensionale Gelelektrophorese 
DTT   Dithiotreitol 
HPLC  engl.: high-performance liquid chromatography;  
  Hochleistungflüssigkeitschromatographie 
IAC   Ionenaustauschchromatografie 
IEF   isoelektrische Fokussierung 
IGF   engl.: Insulin-like growth factor;  
   insulinähnlicher Wachstumsfaktor 
kDa   Kilodalton, atomare Masseneinheit 
MALDI-TOF  engl: matrix assisted laser desorption ionisation time of flight 
pH-Wert  negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoff – Kationen –  
   Aktivität 
pI   isoelektrischer Punkt 
rpm   engl.: rounds per minute 
SDS-PAGE   engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SEM   scanning electron microscopy; Rasterelektronenmikroskopie 
TFA   engl.: Trifluoroacetic acid 
UV   Ultraviolettes Lichtspektrum 
VIS   visuelles Lichtspektrum 
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Hersteller- und Materialienverzeichnis 
 
Backenbrecher   Pulverisette, Fritsch, Idar-Oberstein, Deutschland 
Bis-Tris-Gele    NuPAGE Novex 12% Bis-Tris-Gel, 1,0 mm, 15 well, 
     InvitrogenTM 
Bradford-Assay   Bio-Rad, Hercules, USA 
Demineralisiertes Wasser  Milli-Q Academic, Millipore, Billerica, USA 
Dialyseschläuche   MCWO 3500 und 6-8000, SpectraPor3, 
     Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, USA 
Drehschieber-Vakuumpumpe Duo 4B, Pfeiffer Vakuum GmBH, Deutschland 
Elektrophorese-System  Consort EV231 (Power Supply), X-Cell SureLockTM  
FPLC-System   GradiFrac mit HiLoad Pump-50,  
     Amersham Biotech, Deutschland 
Gefriertrockner   Christ alpha 1-3, Martin Christ Gefriertrocknungs- 
    anlagen GmBH, Deutschland 
HPLC-Säule    Protein C4, Cat.#214TP510, Grace Vydac 
HPLC-UV VIS Detektor  2487 Dual , Waters, Eschborn, Deutschland 
HPLC     600, Waters, Eschborn Deutschland 
Kationenaustauschersäule  HiTrap-CM sepharose fast flow, 
     Amersham Biosciences, Piscataway, USA 
MES-Laufpuffer   MES SDS Running Buffer, NuPAGE, InvitrogenTM 
pH-Elektrode    WTW SenTix, Weilheim, Deutschland 
pH-Meter    PP-20, Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Photometer    CECIL CE 1021 
Protein-Marker   Mark12TM,, Unstained Standard, InvitrogenTM 
Schlammstrahler   WA70, Sigg, Jestetten, Deutschland 
Ultrazentrifuge   Beckmann Coulter, Inc. 
Vakuumzentrifuge   Savant SpeedVac SPD121P 
Zentrifuge    Heraeus Biofuge primo R 
Zentrifugenbecher    70 ml Polycarbonat, Beckmann Coulter, Inc. 
Zentrifugenrotor   Ti 54, Beckmann Coulter, Inc. 
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